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Produkcija in karakterizacija modificiranih oblik proteinskih 
plinskih veziklov v E. coli 
Povzetek 
Proteinski plinski vezikli so cilindrične ali vretenaste votle nanostrukture prokariontskih 
mikroorganizmov s premerom 45 – 200 nm in dolžino 100 – 200 nm, napolnjene s plini in 
obdane s proteinsko steno, debelo 2 nm. Glavni strukturni protein predstavlja GvpA (ali 
paralogni GvpB), pri določenih vrstah mikroorganizmov pa plinski vezikli vsebujejo še 
pomožni strukturni protein GvpC, ki nekovalentno prečno poveže GvpA in proteinske plinske 
vezikle strukturno ojača. GvpC je možno rekombinatno izraziti z raznimi fuzijskimi partnerji 
in tako pripraviti funkcionalizirane plinske vezikle.  
V magistrskem delu je opisana priprava proteinskih plinskih veziklov z različnimi fuzijskimi 
oblikami GvpC v bakterijskih celicah Escherichia coli in karakterizacija njihove strukture ter 
oblike s presevno elektronsko mikroskopijo. Pokazali smo, da dodajanje proteinskih domen, 
kot je eGFP, h GvpC ne vpliva na njegovo sposobnost vezave na GvpB, hkrati pa se v tem 
primeru eGFP tudi pravilno zvije. S hkratnim heterolognim izražanjem skupka gvp iz Bacillus 
megaterium in modificiranih oblik GvpC iz Anabaena flos-aquae je možno v E. coli  pripraviti 
poljubno funkcionalizirane proteinske plinske vezikle. Morfološko gledano so proteinski 
plinski vezikli iz B. megaterium pretežno vretenasti, medtem ko dodatek GvpC-RGD (RGD je 
peptidno zaporedje z visoko afiniteto do integrinov) povzroči nastanek daljših in cilindrično 
oblikovanih veziklov, ki so po velikosti in obliki bolj podobni nativnim iz A. flos-aquae. S 
fuzijo peptidnega zaporedja RGD in GvpC smo dosegli pripenjanje veziklov na membrano 
sesalskih celic HEK293, za samo upodabljanje vezave pa smo uporabili fluorescenčno 
mikroskopijo in fuzijski GvpC z eGFP in zaporedjem RGD. Z analizama SDS-PAGE in WB 
izoliranih in očiščenih proteinskih plinskih veziklov smo razkrili njihovo kompleksno 
proteinsko sestavo. 
Proteinski plinski vezikli imajo primerljive akustične lastnosti mikromehurčkom in so uporabni 
kot kontrastna sredstva v ultrazvočnem slikanju. Preverili smo, ali s peptidom  RGD 
funkcionalizirani proteinski plinski vezikli lahko delujejo kot ojačevalci ultrazvočne 
stimulacije mehansko občutljivih ionskih kanalov. Z vezikli občutljivosti celic na ultrazvok 
nismo povečali, smo pa zaznali proženje sistema pred stimulacijo že ob sami vezavi veziklov. 
Preverili smo vpliv izbrisa posameznih genov v skupku gvp B. megaterium na heterologno 
izgradnjo proteinskih plinskih veziklov v E. coli. Posredno preko ocenjevanja sposobnosti 
plavanja transformiranih bakterij smo identificirali potencialno nepotrebne gene gvpR, gvpN, 
gvpT,  gvpU, po izbrisu gvpR in gvpU pa smo zaznali tudi izgrajene vezikle.  
Ključne besede: proteinski plinski vezikli, GvpC, mutageneza skupka gvp, ultrazvok 
  
  
  
Production and characterization of modified protein-based gas 
vesicles in E. coli 
Abstract 
Protein gas vesicles are cylindrical or spindle-shaped hollow nanostructures in prokaryotic 
microorganisms with a diameter of 45 - 200 nm and a length of 100 - 200 nm, filled with gas 
and formed by a 2 nm thick protein wall. The major structural protein is GvpA (or its paralog 
GvpB), while some microorganism's gas vesicles also contain second structural protein GvpC, 
which attaches to the GvpA and stabilizes the wall. GvpC can be recombinantly expressed with 
various fusion partners to produce functionalized gas vesicles. 
In this work, we present the preparation of protein gas vesicles with different fusion forms of 
GvpC in Escherichia coli bacterial cells and characterization of their structure and shape by 
transmission electron microscopy. We have shown that the addition of protein domains like 
eGFP to GvpC does not affect its ability to bind to GvpB but also allows for the proper folding 
of eGFP. Thus, it is possible to prepare functionalized gas vesicles in E. coli with simultaneous 
heterologous expression of gvp cluster from Bacillus megaterium and modified GvpC from 
Anabaena flos-aquae. Morphologically, gas vesicles from B. megaterium are predominantly 
spindle-shaped, whereas the addition of GvpC-RGD (RGD is a peptide sequence with high 
affinity for integrins) results in the formation of longer and cylindrically formed vesicles, which 
are more similar in size and shape to the native ones from A. flos-aquae. A fusion of the RGD 
peptide with GvpC allowed attachment of vesicles to the membrane of mammalian HEK293 
cells, while fusion of GvpC with eGFP and RGD sequences was used for confirmation of gas 
vesicles binding to the membrane by fluorescence microscopy imaging. SDS-PAGE and WB 
analysis of isolated and purified protein gas vesicles revealed their complex protein 
composition. 
Protein gas vesicles have comparable acoustic properties to microbubbles and are useful as 
contrast agents in ultrasonic imaging. We have checked whether gas vesicles functionalized 
with RGD peptides can act as enhancers in ultrasonic stimulation of mechanosensitive ion 
channels. The vesicles did not increase the sensitivity of the cells to ultrasound, but we detected 
the triggering of the system before stimulation at the very time of vesicle binding. 
We examined the effect of deletion of individual genes in the B. megaterium gvp cluster on the 
heterologous production of protein gas vesicles in E. coli. Indirectly through the assessment of 
the floating ability of transformed bacteria, we identified potentially unessential genes gvpR, 
gvpN, gvpT gvpU, and upon deletion of gvpR and gvpU, we were able to detect functional gas 
vesicles. 
Key words: protein gas vesicles, GvpC, gvp cluster mutagenesis, ultrasound 
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Seznam okrajšav 
2D, 3D dvodimenzionalno, tridimenzionalno 
33RR ponovitev 33 aminokislinskih ostankov dolgega zaporedja v GvpC 
AGE agarozna gelska elektrofoza 
ak aminokislina 
Amp ampicilin 
ang. angleško 
B. m. Bacillus megaterium 
BCA test z bicinhoninsko kislino (ang. bicinchoninic acid assay) 
bp/kb bazni/kilobazni par 
BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin)  
C- karboksilni 
CAR himerni antigenski receptor 
CD19 označevalec pripadnosti (ang. cluster of differentiation) 
CDTA etilendiamintetraocetna kislina 
Cm kloramfenikol 
CoA koencim a (ang. coenzyme A) 
cPi koktejl proteaznih inhibitorjev 
Da/kDa dalton/kilodalton 
dH2O destilirana voda 
DLS dinamično sipanje svetlobe (ang. dynamic light scattering) 
DMEM ang. Dulbecco's Modified Eagle's medium 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
E. coli Escherichia coli 
ECL ojačena kemiluminiscenca (ang. enhanced chemiluminescence) 
EDTA etilendiamin tetraocetna kislina 
eGFP 
okrepljeni zeleni fluorescenčni protein (ang. enhanced green 
fluorescent protein) 
EGTA etilenglikoltetraocetna kislina 
FBS ang. fetal bovine serum 
FTIR infrardeča spektroskopija s Fourierevo transformacijo 
FUS fokusirani ultrazvok (ang. focused ultrasound) 
Gvp 
protein plinskih veziklov (ang. gas vesicle protein). Oznaka genskih 
zapisov zanje je gvp. 
gvpΔ mutanta z izbitim genom 
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
HRP encim hrenova peroksidaza 
  
IPTG izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid 
Kan kanamicin 
KI Kemijski inštitut 
LB lizogensko gojišče (ang. lysogeny broth) 
LC-MS/MS tekočinska kromatografija s tandemsko masno spektroskopijo 
m/v masni delež 
MQ Mili-Q (destilirana in filtrirana voda) 
MRgFUS (ang. MR-guided Focused Ultrasound) 
MRI slikanje z magnetno resonanco 
MscL (ang. large-conductance mechanosensitive channel) 
N- aminski 
NaDS-PAGE 
poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil 
sulfata 
NFAT ang. nuclear factor of activated T-cells 
OD500 nm optična gostota pri 500 nm 
OD600 nm optična gostota pri 600 nm 
PCR verižno pomnoževanje s polimerazo 
PPV proteinski plinski vezikli  
rcf relativna centrifugalna sila (ang. relative centrifugal force) 
rpm vrtljaji na minuto (ang. rotations per minut) 
TEMED N,N,N,N-tetrametil-etilendiamin 
TRP-4 (ang. transient receptor potential channel 4) 
UAS zgornja ojačevalna zaporedja (ang. upstream activating sequence) 
UZ ultrazvok 
v/v volumski delež 
WB prenos po westernu (ang. western blot) 
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1 Uvod 
1.1 Ultrazvok  
Za zdravljenje in v študijah delovanja bioloških sistemov se povečuje potreba po 
tehnikah, ki omogočajo in vivo neinvazivno spremljanje in tudi oddaljeno nadzorovanje 
delovanja specifičnih celic in molekul. V primerjavi z metodami na osnovi svetlobe 
(fluorescentno slikanje in optogenetika), radijskih in magnetnih valov ter kemičnih 
sprožilcev, ultrazvok (UZ) prodira globoko v telesno tkivo (do nekaj centimetrov) z 
visoko časovno in prostorsko resolucijo [1, 2].  
1.1.1 Uporaba ultrazvoka v diagnostiki 
Z UZ pojmujemo zvočna valovanja s frekvenco nad človekovim slušnim območjem (>20 
kHz). Že več kot 60 let ima UZ pomembno vlogo v diagnostiki, kjer se običajno uporablja 
frekvenčno okno med 1 in 20 MHz. Ob prehodu ultrazvočnega valovanja v telesu skozi 
območja z različno akustično impedanco, ki je funkcija lokalne gostote in stisljivosti, 
pride do njegovega odboja, loma ali absorpcije, s čimer amplituda valovanja slabi [3]. 
Največkrat se to zgodi na tkivnih stičiščih, kar nam omogoča, da s časovno analizo odbitih 
valovanj po začetnem ultrazvočnem pulzu lahko pridobimo 2D- ali celo 3D-anatomsko 
sliko obrisa tkiva. S povečanjem frekvence valovanja izboljšamo resolucijo slikanja 
(50 – 500 µm), a zmanjšamo njegovo penetracijo v tkiva, zato je med slednjima vedno 
potreben kompromis glede na izbrano tkivo ali organ v telesu [1].  
Za izboljšanje ehogenosti (sposobnost sipanja ali absorpcije UZ) tkiva, se uporabljajo 
ultrazvočna kontrastna sredstva, kot so mikromehurčki, ki so sestavljeni iz lipidne ali 
proteinske ovojnice, napolnjene s plini. Omogočajo povečanje kontrasta obtočil ali pa 
celo tarčno označbo molekularnih markerjev intravaskularnih bolezni [4, 5]. Zaradi 
velikosti (> 1 µm) je njihova uporaba omejena le na kardiovaskularni sistem, hkrati pa so 
te tvorbe nestabilne in posledično pride kmalu po in vivo vnosu do njihove porušitve 
[6, 7]. Leta 2014 so Shapiro in sodelavci [8] prvič uporabili proteinske plinske vezikle 
(PPV) mikroorganizmov (natančneje so predstavljeni v poglavju 1.2) kot biomolekularna 
ultrazvočna kontrastna sredstva. V primerjavi z mikromehurčki so manjši in stabilnejši, 
so gensko zakodirani in jim je možno spremeniti ehogene lastnosti [9, 10]. PPV tako 
predstavljajo prvi robustni ultrazvočni reporterski sistem, ki ni omejen le na krvožilje, 
temveč omogoča tudi kontrastno obarvanje tarč globje v tkivu (npr. tumorske gmote) 
[11, 12]. Njihova uporaba temelji na zajemu dveh slik, pred in po njihovemu porušenju 
(anatomsko ozadje), ki ga sprožimo z močnim selektivnim ultrazvočnim pulzom. Končno 
diferenčno sliko predstavlja razlika med anatomskim ozadjem in prvotno sliko z 
nedotaknjenimi PPV. Pri zadostni jakosti ultrazvočnega valovanja, ko akustični tlak 
preseže kritični hidrostatični tlak, kjer bi normalno prišlo do porušenja PPV, ti pridobijo 
nelinearne akustične sposobnosti. Takrat pride do tvorbe odbojev z višjimi harmoničnimi 
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frekvencami (dvakratnik ali več) glede na izvorno frekvenco, s katero stimuliramo. Pojav 
nastane zaradi obsežnih oscilirajočih deformacij v strukturi PPV. S primernim 
filtriranjem odbitih frekvenc na tak način bistveno izboljšamo kontrastne sposobnosti 
PPV [8]. Kritični hidrostatični tlak in nelinearni akustični odziv PPV se razlikujejo glede 
na mikroorganizem, iz katerega izvirajo PPV. Te lastnosti pa dodatno lahko poljubno 
spreminjamo z manipulacijami genov, potrebnih za njihovo tvorbo. PPV tako ponujajo 
možnost multipleksnega slikanja, podobno kot lahko pri fluorescenčni mikroskopiji 
uporabimo za hkratno označevanje več različnih fluoroforov. Dodatno jih lahko 
opremimo s proteinskimi domenami ali manjšimi molekulami za ciljanje poljubnih 
biomolekul v telesu [9, 13].  
1.1.2 Terapevtska uporaba ultrazvoka 
Na terapevtskem področju veliko obetajo zadnje raziskave uporabe fokusiranega 
ultrazvoka (FUS) z višjo intenziteto. FUS omogoča dovod energije na poljubno mesto v 
telesu, pri čemer interakcija med UZ in tkivom povzroči naslednje 3 odzive:  
- segrevanje, 
- nastanek akustične kavitacije, 
- delovanje akustične radiacijske sile [14].  
Do segrevanja pride zaradi absorpcije ultrazvočnega valovanja v tkivu (viskozna 
disipacija) na račun osciliranja molekul v fokusu UZ. Z višjimi frekvencami in dolgimi 
kontinuirnimi UZ pulzi (nekaj sekund), lahko na tak način pride do lokalnega dviga 
temperature, če je segrevanje hitrejše od odvajanja toplote v okolico [1, 14]. Trenutno je 
v klinični uporabi termalna ablacija, povzročena z UZ v kombinaciji z magnetno 
resonanco (MRgFUS), ki se uporablja za odstranjevanje tumorskih transformacij v 
kosteh, na prostati in jajčnikih [15–17].  
Do kavitacije (nastanka praznin ali mehurčkov v tkivu) pride pri nižjih ultrazvočnih 
frekvencah z visokim akustičnim tlakom. Zaradi ultrazvočne stimulacije ti mehurčki 
periodično oscilirajo (stabilna kavitacija), pri višjih akustičnih tlakih pa pride do njihove 
hitre razširitve in nato implozije (inertna kavitacija) [14]. Kavitacijo lahko lokalno 
sprožimo z uporabo mikromehurčkov [18] in na tak način povzročimo začasno 
prepustnost krvno-možganske pregrade za dostavo majhnih molekul, virusnih delcev ali 
nanodelcev v možgane [19–21]. V tarčnih celicah lahko sprožimo nastanek membranskih 
por (sonoporacija), ki jih izrabimo za vnos poljubnih molekul (učinkovine ali DNA) [22].  
1.1.3 Sonogenetika 
S prenosom gibalne količine valovanja na tkivo ali manjše delce (npr. celica ali 
mikromehurčki) lahko sprožimo njihovo vibriranje ali celo premikanje v želeno smer 
(akustična radiacijska sila) [2, 14, 23]. Slednji pojav je še posebej zanimiv pri 
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raziskovanju oddaljene neinvazivne stimulacije celic z ultrazvokom. Če stimulacijo 
sklopimo s celično signalizacijo, ki posreduje željen odziv (npr. izražanje proteina, 
produkcijo molekule itd.), nam UZ omogoča kontrolo poljubne celične funkcije na 
poljubnem mestu v  telesu [1]. Celične komponente, ki omogočajo transdukcijo UZ, so 
npr. ionski kanalčki. Pokazali so, da je mogoče bakterijski MscL iz E. coli heterologno 
izraziti v sesalskih celicah in na tak način pripraviti celice, ki so odzivne na UZ, če jim 
dodamo še mikromehurčke z zaporedji za vezavo na integrine. Ibsen in ostali [24] so prvi 
pokazali, da UZ stimulacija ob kombinaciji z mikromehurčki specifično aktivira nevrone 
gliste Caenorhabditis elegans, ki izražajo kationski kanalček TRP-4 in vpliva na vedenje 
te živali. Pravi preboj na področju sonogenetike predstavlja aktivacija endogenega 
kationskega kanalčka Piezo1 v sesalskih celicah HEK293T ob uporabi mikromehurčkov 
in njegova integracija v genetsko vezje. Skupina Wanga [25] je na tak način ultrazvočno 
stimulacijo sklopila z vdorom kalcija v celice. Povečana znotrajcelična koncentracija 
kalcija aktivira fosfatazo kalcinevrin, ki defosforilira transkripcijski dejavnik NFAT (ang. 
nuclear factor of activated T-cells), to pa povzroči izpostavitev jedrnega lokalizacijskega 
zaporedja na NFAT in njegovo premestitev v jedro [26]. V jedru se NFAT veže na odzivni 
element za NFAT v promotorju gena za izbrani tarčni protein in sproži njegovo sintezo. 
Skupina Wanga je na takšen način pripravila spremenjene celice T, ki izražajo himerni 
antigenski receptor (CAR) proti CD19, in pokazala, da je UZ primerno orodje za 
neinvazivno in oddaljeno celično kontrolo v imunoterapiji raka [25]. 
1.1.3.1 Mehanizem delovanja mehansko občutljivih kanalčkov 
Mehansko občutljivi kanalčki v membrani tvorijo pore in glede na mehanski stimulus s 
preklapljanjem med zaprto in odprto konformacijo omogočajo pretok ionov in drugih 
snovi skozi membrano [27]. Imajo ključno vlogo v procesih, povezanih z 
mehano-senzorično transdukcijo (sluh, tip, propriocepcija, uravnavanje pretoka krvi itd.) 
pri sesalcih in uravnavanju turgorskega tlaka pri bakterijah, glivah ter rastlinah [28–30]. 
Natančen mehanizem odpiranja in zapiranja teh kanalčkov ni popolnoma znan. Za 
aktivacijo prokariontskih kanalčkov je dovolj direktni prenos mehanske sile iz lipidnega 
dvosloja, ki nastane z uvihanjem ali raztezanjem membrane. Pri kanalčkih večceličnih 
organizmov pa so pri tem procesu udeležene še komponente ekstracelularnega matriksa 
in filamenti citoskeleta, ki mehansko silo direktno prenesejo na kanalček ali pa jo 
porazdelijo po celici [31, 32]. Ključno vlogo pri preklopu konformacije kanalčka naj bi 
imel profil prečnega tlaka v dvosloju, ki nastane zaradi amfifilne narave lipidov (slika 1). 
Med polarnimi glavami fosfolipidov pride do odboja zaradi enako predznačenega naboja, 
medtem ko se alifatski repki odbijajo iz steričnih razlogov. V normalnem stanju 
membrane je profil tlaka simetričen; negativni tlak na obeh vodno-lipidnih stičiščih na 
račun privlaka med lipidi (površinska napetost) v tem delu molekule in pozitivni tlak v 
področju hidrofilnih glav in repkov zaradi odboja med njimi. Z upogibom membrane 
zaradi delovanja mehanske sile (npr. ultrazvok) nastane asimetrična porazdelitev pritiska 
[33, 34]. Nekateri proteini so občutljivi na to intrinzično razporeditev tlaka v preseku 
membrane [35]. Tako lahko npr. zmanjšanje odboja med lipidi povzroči njihovo 
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odstranitev iz žepkov in jamic proteinskih segmentov na lipidno-proteinskem stičišču. S 
to odstranitvijo lipidov pa se poveča strukturna fleksibilnost proteinskih segmentov 
kanalčkov, kar lahko vodi v njihovo odprtje [33, 34]. MscL je primer dobro 
okarakteriziranega mehansko občutljivega kanalčka iz E. coli. Je homopentamer, pri 
čemer je vsaka podenota sestavljena iz dveh transmembranskih α-vijačnic. Natezne 
deformacije lipidnega dvosloja zaradi hipoosmoznega šoka v bakteriji vodijo v premik 
α-vijačnic in tvorbe osrednje pore premera 30 Å, ki omogoča prehod ionov in manjših 
molekul [36].  
 
Slika 1: Vpliv transmembranskega profila pritiska na odprtje mehansko občutljivih kanalčkov. V 
normalnem stanju je profil tlaka v preseku membrane (a) simetričen, (b) ustrezna asimetrična porazdelitev 
tlaka ob uvihanju membrane pa povzroči prehod mehansko občutljivega kanalčka iz zaprtega v odprto 
stanje. Povzeto po [32].  
1.2 Proteinski plinski vezikli 
Prve plinske tvorbe so bile odkrite že pred več kot stoletjem v cianobakterijah in nekoliko 
kasneje v ekstremno halofilnih arhejah [37, 38]. Šele v 70. letih prejšnjega stoletja je bilo 
ugotovljeno, da omenjene plinske vakuole pri cianobakterijah sestavljajo svežnji 
veziklov, sestavljeni izključno iz proteinov, od koder izvira tudi njihovo ime; proteinski 
plinski vezikli (PPV) [39]. Te cilindrične ali vretenaste votle nanostrukture s premerom 
45 – 200 nm in dolžino 100 – 200 nm so napolnjene s plini in obdane s proteinsko steno, 
debelo 2 nm. Prokariontnim mikroorganizmom omogočajo uravnavanje njihove gostote 
in s tem vertikalno gibanje v vodnem okolju glede na optimalne rastne pogoje (npr. 
količina kisika ali intenziteta svetlobe) [10]. PPV najpogosteje najdemo pri 
cianobakterijah, anoksigenih fotosintentskih bakterijah, psikrofilnih bakterijah in 
halofilnih haloarhejah, pri čemer pa med organizmi prihaja do določenih razlik v njihovi 
strukturi in uravnavanju izgradnje [40].  
Proteinsko steno pri PPV vseh mikroorganizmov predstavlja plast 7 – 8 kDa velikega 
hidrofobnega proteina GvpA (ang. gas vesicle protein A), tesno spakiranega v progaste 
ponovitve, ki so približno pravokotne na dolgo os PPV [10]. GvpA je med prokarionti, 
sposobnimi tvorbe PPV, zelo ohranjen. Npr. GvpA cianobakterij in haloarhej imajo kar 
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54 – 64 % identičnih aminokislinskih ostankov. Pri določenih organizmih je prisoten še 
GvpC, ki navzkrižno poveže GvpA in s tem PPV mehansko ojača [41]. Za izgradnjo PPV 
so potrebni še dodatni geni, katerih funkcija ni popolnoma znana.  
Izgradnja PPV poteka v treh stopnjah:  
- začetna iniciacija, kjer imajo PPV obliko dvojnega stožca,  
- dodajanje proteinskih podenot v sredo strukture vodi v nastanek PPV vretenaste 
oblike, 
- z nadaljnjim dodajanjem proteinskih podenot dobijo PPV obliko cilindra, kar pa 
se ne zgodi vedno in je pogojeno s izražanjem specifičnih pomožnih proteinov iz 
gvp regij [42, 43].  
1.2.1 Organizacija genskih gvp regij 
1.2.1.1 gvp regije haloarhej 
Najbolje je poznana zgradba in uravnavanje delovanja genskih gvp regij pri haloarhejah 
Halobacterium salinarum in Haloferax mediterranei, ki sestojijo iz 14 gvp genov, 
urejenih v dva nasprotno usmerjena skupka genov (gvpDEFGHIJKLM in gvpACNO) 
(slika 2, a) [40, 44]. Pri H. salinarum najdemo dva takšna skupka gvp z enakim naborom 
genov: c-vac (nahaja se na kromosomu) in p-vac (nahaja se na endogenem plazmidu) 
(slika 2, b). Zapisi za enake proteine so med obema zelo ohranjeni, tako da se npr. c-GvpA 
(zapis na kromosomu) razlikuje od p-GvpA (zapis na plazmidu) v dveh substitucijah 
(Gly8Ser in Val29Ile) in dodatnih 2 aminokislinskih ostankih blizu C-konca [45]. 
Transkripcija s p-vac poteče iz promotorskih mest (PA, PO, PD in PF) in v eksponentni fazi 
rasti vodi v nastanek vretenasto oblikovanih PPV. Pri c-vac poteče transkripcija le iz dveh 
mest (PA in PD). Ob primeru izbrisa p-vac je izražanje s c-vac med stacionarno fazo rasti 
še vedno zadostno za tvorbo PPV, ki pa so cilindrično oblikovani. H. mediterranei 
vsebuje le en takšen skupek (mc-vac), ki se nahaja na kromosomu in podobno kot c-vac 
vsebuje 2 začetni mesti transkripcije (PA in PD) ter vodi v nastanek cilindrično 
oblikovanih PPV med stacionarno fazo rasti [40, 44]. Vsem omenjenim genskim regijam 
je skupno uravnavanje transkripcije z regulatornima proteinoma GvpD in GvpE [46]. 
GvpE deluje kot aktivator transkripcije in se veže na 20 nt dolga zaporedja (UASA in 
UASD) v promotorjih PA in PD. UASA in UASD zaporedji se delno prekrivata in se 
nahajata navzgor od prepoznavnega mesta za transkripcijski faktor B (BRE) in škatle 
TATA za TATA-vezavni protein, ki sta dva izmed ključnih proteinov, potrebnih za 
pričetek transkripcije. Ker GvpE z omenjenima proteinoma dokazano interagira, je 
njegova domnevna vloga v rekrutiranju obeh proteinov za vezavo na promotor [47, 48]. 
V primeru p-vac in mc-vac GvpE aktivira prepisovanje s PA in PD, medtem ko pri c-vac 
zaradi daljše insercije med UASA in BRE, sproži prepisovanje le s PA [44]. GvpD na drugi 
strani sekvestrira GvpE in na ta način zmanjša tvorbo PPV [49].   
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Slika 2: Zgradba (A) in delovanje (B) gvp genskih regij pri haloarhejah [40]. Oznaka vac izvira iz 
prvotnega poimenovanja veziklov kot proteinske plinske vakulole (ang. gas vacuoles). Pri H. salinarum so 
podčrtani geni, katerih izražene zapise so potrdili z imunskimi metodami (rdeča) [43] in proteomskimi 
študijami (modra) [50]. Imena znanih haloarhejskih homolognih genov v gvp regiji B. megaterium so 
zapisana nad posameznim genom. Označen je del, ki omogoča heterologno izražanje PPV v E. coli (vektor 
pST39-pNL29). Povzeto po [40] in [51]. 
Podobna organizacija genskih skupkov gvp je razširjena med haloarhejami, sposobnimi 
tvorbe PPV, pri tistih brez gvpDE pa do tvorbe PPV pogosto ne pride ali pa je ta 
zmanjšana [40]. Vloga ostalih genov je manj znana. Prenos skupka p-vac v Haloferax 
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volcanii omogoča heterologno ekspresijo PPV in zasledovanje vpliva izbitja posameznih 
genov na njihovo tvorbo. Izkaže se, da so nujno potrebni geni gvpA gvpO, gvpF, gvpG, 
gvpJ, gvpK, gvpL in gvpM, izbitje ostalih pa vodi v nastanek morfološko drugačnih PPV, 
ki so dolgi in cilidrični pri ΔgvpI, manjši in oblike dvojnega stožca pri ΔgvpN, vretenasti 
pri ΔgvpH in ovalni ter strukturno krhki pri ΔgvpC [52–54]. Sprva so predvidevali, da 
PPV sestavljata le GvpA in GvpC, kasnejše imunološke študije in študije z LC-MS/MS 
pa kažejo na njihovo bolj heterologno sestavo (podčrtani geni na sliki 2, a). Predvidevajo, 
da bi nekateri proteini lahko sodelovali pri iniciaciji tvorbe PPV, med njimi izpostavljajo 
npr. GvpF in GvpL kot verjetna nukleatorja, saj vsebujeta ovite vijačnice (pfam 6386), ki 
samooligomerizirajo, kar je idealna lastnost za tvorbo struktur kot so PPV [8]. To je 
podprto z dejstvom, da se geni zanje prepišejo pred geni za glavna strukturna proteina 
GvpA in GvpC [40]. Spet drugi proteini pa naj bi imeli stransko strukturno vlogo, pri 
čemer bi razmerje med slednjimi vplivalo na obliko in velikost PPV. Npr. GvpJ in GvpM 
sta po zaporedju in hidrofobnosti podobna GvpA, zlasti v regiji H1, in bi lahko v delih 
strukture tega nadomestila oziroma komplementirala njegovo vlogo (družina GvpAJM 
proteinov) [7,8].  
1.2.1.2 Bakterijski genski skupki gvp  
Pri bakterijah, ki so sposobne tvorbe PPV, vsebujejo genski skupki gvp poleg vseh nujno 
potrebnih arhejskih genov še dodatne, pogosto pa imajo tudi več zapisov za GvpA, npr. 
Anabaena flos-aquae jih ima 5 [40, 55]. V zadnjem času je na tem področju veliko 
zanimanja pritegnila gramnegativna patogena enterobakterija Serratia sp. ATCC 39006, 
ki producira cilindrično oblikovane PPV. S39006 ima 19 genov gvp urejenih v dva 
operona: gvrA, ki se izraža v eksponentni (zgodnji) fazi in gvpA1, ki se izraža v 
stacionarni (pozni) fazi in vsebuje zapisa za glavna strukturna proteina GvpA1 in GvpC 
(slika 2, a). Celotna regija vsebuje 3 izooblike gvpA (gvpA1, A2 in A3) in tri izooblike 
gvpF (gvpF1, F2 in F3). GvpA1 je glavni strukturni protein, GvpA2 in GvpA3 pa sta 
homologa GvpS oziroma GvpJ v drugih bakterijah. Njuna natančna funkcija sicer ni 
popolnoma razjasnjena, sta pa ključna za tvorbo PPV. Uvrščajo ju v družino proteinov 
GvpAJM [51]. gvpF1–3 so homologni med sabo in z gvpL haloarhej. [56]. Prav tako so 
homologni GvpF Microcystis aeruginosa, ki je edini Gvp z določenim modelom kristalne 
strukture [56, 57]. Homologov gvpD in gvpE ni, so pa prisotni regulatorni proteini GvrA, 
GvrB in GvrC. Ti so nujno potrebni za ekspresijo z gvpA1 operona in posredujejo pri 
integraciji signalov iz okolja o ravni kisika, dušika in tudi koncentraciji celic v okolju 
[58]. 11 od 19 genov je nujno potrebnih za sintezo PPV: gvpA1, gvpA2, gvpA3, gvpF1, 
gvpF2, gvpF3, gvpG, gvpK, gvrA, gvrB in gvrC  [59]. Izbitje proteinov GvpN in GvpV 
vodi v nastanek majhnih PPV v obliki dvojnega stožca, ki predstavljajo začetni 
intermediat izgradnje PPV. Zanju se zato predpostavlja, da imata šaperonsko vlogo in 
omogočata nadaljnjo vgradnjo GvpA v stičišče stožcev, s čimer nastanejo cilindrično 
oblikovani PPV. GvpN haloarhej ima podoben učinek. Z izbitjem GvpC še vedno pride 
do produkcije PPV, so pa ti strukturno šibkejši in se porušijo pri nižjem kritičnem tlaku  
[56].  
Od bakterijskih genskih skupkov gvp je potrebno omeniti še Anabaena flos-aquae (slika 
2, a), kjer že 7 genov zadostuje za tvorbo cilindrično oblikovanih PPV. GvpC, pomožni 
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strukturni protein, je možno rekombinatno izraziti z raznimi fuzijskimi partnerji in tako 
pripraviti funkcionalizirane PPV [9].  
Gojenje večine do sedaj omenjenih mikroorganizmov zahteva kompleksnejše pristope, 
hkrati pa ne omogočajo primerljive zmožnosti genske manipulacije, kot to ponuja E. coli. 
Slednja sicer nima skupka gvp, možno pa je v njej heterogeno izraziti skupek gvp iz 
B. megaterium v skrajšani obliki 11 genov (slika 2, a). Za ta pristop smo se odločili v tej 
magistrski nalogi. Večina genov skupka je homolognih že znanim bakterijskim in 
arhejskim, manjka pa GvpC [60, 61]. 
1.2.2 Struktura PPV 
Biofizikalne lastnosti PPV niso popolnoma raziskane. Znano je, da te s plini napolnjene 
strukture slednjih ne skladiščijo, ampak jim omogočajo prosto difuzijo, hkrati pa 
preprečijo vdor vode [10]. Posledično med notranjostjo in zunanjostjo PPV ni gradienta 
plinskega tlaka, s čimer so PPV sorazmerno stabilni v primerjavi z nekaterimi drugimi 
podobnimi votlimi nanostrukturami (npr. mikromehurčki) [8]. Do porušitve PPV v 
raztopini pride, ko hidrostatski tlak preseže kritično vrednost (kritični tlak PPV), ki se 
razlikuje med PPV mikroorganizmov, delno pa lahko to variabilnost razložimo z 
razlikami v cilindričnemu premeru PPV [10, 62]. Na podlagi mehanskih lastnosti sta 
srednji kritični tlak (hidrostatični tlak, kjer pride do porušitve polovice populacije PPV) 
in cilindrični premer PPV inverzno proporcionalna. Srednji kritični tlak haloarhejskih 
PPV znaša 0,1 MPa, pri A. flos-aquae pa kar 0,7 MPa [8, 10] . Nukleacijo vodnih kapljic 
in s tem vodno kondenzacijo v notranjosti PPV preprečuje njihova konkavna in 
hidrofobna notranja površina [10]. PPV so permeabilni za H2, N2, O2, CO2, CO, CH4, Ar, 
Xe in C4F8 [10, 40, 63]. Slednja molekula ima premer 0,63 nm, kar nakazuje, da se morajo 
v steni PPV nahajati pore primerljive velikosti [10]. 
1.2.2.1 GvpA  
Okvirno 70 aminokislinskih ostankov velik GvpA (7 – 8 kDa) je eden izmed najbolj 
hidrofobnih znanih proteinov in tvori zunanjo steno PPV [10]. Njegova struktura še ni 
bila določena iz več razlogov: NMR GvpA v intaktnih PPV v raztopini ni možen zaradi 
njihove velikosti, hkrati je GvpA topen le pod denaturirajočimi pogoji, morebitna dializa 
pa vodi v nastanek amorfnih precipitatov. Slednjih ne moremo uporabiti v NMR ali 
kristalografskih analizah določevanja modela proteinske strukture [64]. GvpA je na steni 
PPV tesno spakiran v vijačnico z nizkim korakom. Posledično so pod elektronskim 
mikroskopom PPV progasti, pri čemer so proge uniformno razporejene z razmikom 46 Å 
in približno pravokotne na dolgo os PPV [10]. Rezultati IR spektroskopije s Fourierevo 
transformacijo (FTIR), rentgenske difrakcije in NMR trdnin nakazujejo na prisotnost 
antiparalelnih β-ploskev [65] z β-trakovi, nagnjenimi za 36° glede na os posamezne proge 
(ali rebra) [66]. Osrednji ohranjeni del GvpA A. flos-aquae in H. salinarium (~ 51 
aminokislinskih ostankov) ni občutljiv na razgradnjo s tripsinom in endopeptidazo GluC, 
medtem ko se v C-terminalnem koncu nahajajo dostopna mesta za encima in se zato ta 
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del najverjetneje nahaja na zunanji površini PPV, ki je izpostavljena vodi [67]. Hkrati 
C-terminalni del ni pomemben za integriteto PPV, saj kljub skrajšanju C-terminalnega 
dela GvpA za 10 aminokislin še vedno nastanejo strukturno nespremenjeni PPV [68]. 
GvpA na zunanji konveksni površini PPV: 
 
GvpA na notranji konkavni površini PPV: 
 
Slika 3: Napovedan model strukture GvpA v dimeru (H. salinarium). Struktura dimera  v obliki trakov 
(levo) in v obliki kroglic z Van der Waalsovim radijem (desno). Siva površina ponazarja hidrofobne 
aminokislinske ostanke. Prikazana je energetsko najugodnejša struktura dimera, dobljena z molekulskim 
sidranjem. Povzeto po [68].  
Napovedana sekundarna struktura iz aminokislinskega zaporedja (α-vijačnica 1, β-trak 1, 
β-trak 2, α-vijačnica 2) je podprta z rezultati NMR trdnin [64, 69]. De-novo 
visokozmogljivo modeliranje strukture GvpA in njegovo umeščanje v periodične 
nadstrukture kažejo, da osnovno enoto tvorita dva proteina, razporejena tako, da se na 
zunanji strani stene pretežno nahajata α-vijačnici, β-trakovi pa se med proteini povežejo 
v kontinuirne β-ploskve, podobne tistim v amiloidnih strukturah (slika 3) [70]. Ker 
β-trakovi vsebujejo alifatske aminokislinske ostanke na vsakem drugem mestu, je zanka, 
ki povezuje oba β-trakova, sestavljena iz lihega števila aminokislinskih ostankov. Na tak 
način je notranja konkavna površina pretežno hidrofobna, medtem ko je zunanjost PPV 
zaradi polarnih ostankov bolj hidrofilna, zlasti v α-vijačnici 1 [10]. Pri A. flos-aquare so 
PPV zgrajeni iz asimetričnih dimerov GvpA in NMR študije kažejo, da je zanka, ki 
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povezuje oba β-trakova, centrirana enkrat na G35 in drugič na V34. Na tak način je 
preprečena funkcionalno neugodna orientacija polarnih aminokislinskih ostankov v 
notranjost [64]. Na drugi strani so dimeri pri GvpA H. salinarium sestavljeni iz dveh 
identičnih monomerov [71].  
Za vse sedaj raziskane GvpA je značilna prisotnost antiparalelnih β-ploskev. H-vezi imajo 
pomembno stabilizacijsko vlogo pri PPV in sicer so te med antiparalelnimi β-trakovi 
močnejše od tistih med paralelnimi β-trakovi [70]. Dodatno so pri PPV H-vezi orientirane 
za kot 56° glede na dolgo os PPV, kar je blizu t. i. "magičnega kota" (57,7°) kjer sta v 
cilindričnih strukturah vzdolžni in prečni stres enakomerna [10, 72]. Za stabilizacijo PPV 
so pomembni še solni mostički med podenotami GvpA, pri čemer sodelujejo tako α-heliks 
enega monomera z α-heliksom drugega, kot tudi aminokislinski ostanki β-trakov (slika 4)  
[71–73]. 
 
Slika 4: Shematski prikaz stene PPV in ureditev β-trakov znotraj ene proge pri H. salinarium. 
Prikazani so domnevni kontakti med aminokislinskimi ostanki β-trakov: solni mostički (I), nepolarne 
interakcije (*) in  π-π interakcije (#). Povzeto po [71].  
1.2.2.2 GvpC 
GvpC je drugi pomožni strukturni protein in je pritrjen na zunanjo površino PPV, ki jih 
na tak način dodatno ojača. Ni nujno potreben za njihovo tvorbo, vendar njegova 
odstranitev s 6 M ureo za do 3-krat zmanjša kritični tlak PPV [74]. Odstranitev uree z 
dializo ob sočasni prisotnosti GvpC povzroči ponovno vezavo slednjega na PPV, hkrati 
pa se jim povrnejo mehanske lastnosti [41]. Ta hidrofilni protein je večji od GvpA in je 
sestavljen iz več ponovitev iz 31–38 aminokislinskih ostankov dolgega in visoko 
ohranjenega zaporedja s predvideno kontinuirno α-vijačno sekundarno strukturo [10]. 
GvpC iz A. flos-aquae obsega 194 aminokislinskih ostankov (22 kDa) in je sestavljen iz 
5 ponovitev zaporedja iz 33 aminokislinskih ostankov (33RR) [75, 76]. Razmerje med 
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GvpC in GvpA v PPV je 1:25, pri čemer vsak 33RR veže 5 molekul GvpA [75, 77]. GvpC 
predvideno stabilizira PPV tako, da navzkrižno poveže GvpA znotraj ene ali med več 
progami [75]. Skrajšanje GvpC za eno ali dve 33RR še vedno povzroči njegovo vezavo 
v razmerju z GvpA 1:25 in ne vpliva na mehanske lastnosti PPV, medtem ko se GvpC z 
dvema 33RR veže z GvpA v nižjem razmerju (1:7,7) in poslabša mehanske lastnosti PPV, 
kot je kritični tlak [78]. C-terminalni ne-ponavljajoči del GvpC ni bistven za vezavo na 
GvpA, zato fuzija z različnimi peptidnimi zaporedji ali večjimi proteinskimi domenami 
omogoča poljubno funkcionalizacijo PPV [9, 13].  
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2 Namen dela in hipoteze 
Cilj magistrske naloge je pripraviti proteinske plinske vezikle (PPV) z različnimi 
fuzijskimi proteini GvpC, ki bodo omogočali pripenjanje veziklov na membrano 
sesalskih celic HEK293. Delo bo obsegalo metode molekulskega kloniranja in produkcijo 
modificiranih oblik PPV v bakterijskih celicah E. coli, njihovo izolacijo in čiščenje na 
osnovi centrifugiranja ter karakterizacijo z elektronsko ter fluorescenčno mikroskopijo. 
Pripravljene PPV želimo uporabiti za ojačanje ultrazvočne stimulacije celic HEK293. 
Stimulacija z ultrazvokom povzroči vdor kalcijevih ionov, ki sprožijo signalno pot 
Ca2+/kalmodulin/kalcinevrin/NFAT. Jakost draženja želimo spremljati z merjenjem 
aktivnosti poročevalskega encima kresničkina luciferaza. 
Cilj naloge je tudi določiti minimalno število genov skupka gvp bakterije B. megaterium, 
ki so potrebni za tvorbo PPV v E. coli.  
Delovne hipoteze, ki jih želimo potrditi ali ovreči:  
1. S hkratnim izražanjem proteinov iz skupka gvp B. megaterium  in različnih fuzijskih 
oblik GvpC je možno PPV poljubno funkcionalizirati. 
2. GvpC s peptidnim zaporedjem RGD bo omogočil pripenjanje PPV na membrano 
sesalskih celic HEK293, s čimer bomo dosegli ojačanje ultrazvočne stimulacije celic 
HEK293. 
3. V skupku gvp B. megaterium je možno zmanjšati število genov, potrebnih za tvorbo 
funkcionalnih PPV v E. coli.   
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3 Materiali in metode 
3.1 Seznam materialov 
3.1.1 cDNA 
Nukleotidni zapis za GvpC (slika 5) smo pridobili iz vektorja WT C-His Ana GvpC 
pET28a, ki smo ga naročili iz plazmidnega depozitorja Addgene (ID: 85732) 
gggatatctctgatggcaaaaattcgtcaagaacatcagagcattgcagaaaaagttgcagaactgagcctggaaacc 
 G  I  S  L  M  A  K  I  R  Q  E  H  Q  S  I  A  E  K  V  A  E  L  S  L  E  T 
cgtgaatttctgagcgttaccaccgcaaaacgccaagaacaggcagaaaaacaggcacaagaactgcaggcattctat 
 R  E  F  L  S  V  T  T  A  K  R  Q  E  Q  A  E  K  Q  A  Q  E  L  Q  A  F  Y 
aaagatctgcaagaaaccagccagcagtttctgagtgaaaccgcacaggcacgtattgcacaggccgagaaacaagcc 
 K  D  L  Q  E  T  S  Q  Q  F  L  S  E  T  A  Q  A  R  I  A  Q  A  E  K  Q  A 
caagagctgctggcctttcacaaagaactgcaagagacttctcagcagttcctgtcagcaacagcccaagcccgtatc 
 Q  E  L  L  A  F  H  K  E  L  Q  E  T  S  Q  Q  F  L  S  A  T  A  Q  A  R  I 
gcccaagcggagaaacaggcgcaagagctgctggcattttatcaagaagttcgcgaaacctcacagcaatttctgtca 
 A  Q  A  E  K  Q  A  Q  E  L  L  A  F  Y  Q  E  V  R  E  T  S  Q  Q  F  L  S 
gccactgcgcaagcacgcattgcgcaagctgaaaaacaagcgcaagagctgctggcgttccataaagagctgcaagaa 
 A  T  A  Q  A  R  I  A  Q  A  E  K  Q  A  Q  E  L  L  A  F  H  K  E  L  Q  E 
acgtcacaacagtttctgagcgcaacggccgatgcacgtacagcacaggcgaaagaacagaaagaaagcctgctgaaa 
 T  S  Q  Q  F  L  S  A  T  A  D  A  R  T  A  Q  A  K  E  Q  K  E  S  L  L  K 
tttcgtcaggacctgtttgttagcattttcggc 
 F  R  Q  D  L  F  V  S  I  F  G 
Slika 5: Nukleotidno (male črke) in prevedeno aminokislinsko zaporedje (velike črke) zapisa za 
GvpC. 
Nukleotidni zapis za eGFP (slika 6) smo pridobili iz vektorja pcDNA3.1, ki se je nahajal 
v plazmidni zbirki Odseka za sintezno biologijo in imunologijo Kemijskega inštituta.  
gtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaag 
 V  S  K  G  E  E  L  F  T  G  V  V  P  I  L  V  E  L  D  G  D  V  N  G  H  K 
ttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaag 
 F  S  V  S  G  E  G  E  G  D  A  T  Y  G  K  L  T  L  K  F  I  C  T  T  G  K 
ctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacatg 
 L  P  V  P  W  P  T  L  V  T  T  L  T  Y  G  V  Q  C  F  S  R  Y  P  D  H  M 
aagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggc 
 K  Q  H  D  F  F  K  S  A  M  P  E  G  Y  V  Q  E  R  T  I  F  F  K  D  D  G 
aactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttc 
 N  Y  K  T  R  A  E  V  K  F  E  G  D  T  L  V  N  R  I  E  L  K  G  I  D  F 
aaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaag 
 K  E  D  G  N  I  L  G  H  K  L  E  Y  N  Y  N  S  H  N  V  Y  I  M  A  D  K 
cagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactac 
 Q  K  N  G  I  K  V  N  F  K  I  R  H  N  I  E  D  G  S  V  Q  L  A  D  H  Y 
cagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagcacccagtccgccctgagc 
 Q  Q  N  T  P  I  G  D  G  P  V  L  L  P  D  N  H  Y  L  S  T  Q  S  A  L  S 
aaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggac 
 K  D  P  N  E  K  R  D  H  M  V  L  L  E  F  V  T  A  A  G  I  T  L  G  M  D 
gagctgtacaag  
 E  L  Y  K 
Slika 6: Nukleotidno (male črke) in prevedeno aminokislinsko zaporedje (velike črke) zapisa za 
eGFP. 
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3.1.2 Vektorji    
Za pripravo nukleotidnih zapisov modificiranih oblik proteina GvpC in njihovo izražanje 
v bakterijskih celicah Escherichia coli (E. coli) smo uporabili vektor pET41a (slika 7). 
Zapise smo vstavili med restrikcijski mesti NdeI in AvrII po metodi sestavljanja po 
Gibsonu (poglavje 3.2.1.1).  
Za tvorbo funkcionalnih PPV z ali brez GvpC v E. coli smo uporabili vektor 
pST39-pNL29 (slika 7). Enak vektor smo uporabili tudi kot osnovo za točkovno 
mutagenezo v eksperimentih določevanja minimalnega števila genov potrebnih za tvorbo 
PPV.  
pET41a pST39-pNL29 
 
 
Slika 7: Plazmidni karti uporabljenih vektorjev. Sliki sta bili izdelani v programu SnapGene.  
3.1.3 Začetni oligonukleotidi 
Začetne oligonukleotide (preglednica 1) smo naročili pri podjetju Integrated DNA 
Technologies. 
Preglednica 1: Seznam začetnih oligonukleotidov. Pri začetnih oligonukleotidih za mutagenezo skupka 
gvp B. megaterium so z zeleno označeni nukleotidi, s katerimi smo v gene uvedli direktne zamenjave bp, z 
oranžno pa nukleotidi s katerimi smo uvedli dodatne bp. 
oznaka 
nukleotidno zaporedje 
(5' → 3') 
namen 
pET41a:NdeI:HIS:
GvpC_for 
gtttaactttaagaaggagatatacatatgcaccacca
ccaccaccacgggatatctctgatggcaa 
priprava nukleotidnega zaporedja  
GvpC-GSGLE-RGD 
 
GvpC:GSGLE: 
RGD:stop:AvrII 
:pET41a_rev 
cgggctttgtttagcagcctaggttagcaaaagcaat
cgccgcggcaatcgcactcgaggccactgccgccg
aaaatgctaacaaac 
GvpC:GSGLE: 
eGFP_rev 
cccttgctcacctcgaggccactgccgccgaaaatg
ctaacaaac 
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GvpC:GSGLE: 
eGFP_for 
cattttcggcggcagtggcctcgaggtgagcaaggg
cgaggagc 
priprava nukleotidnega zaporedja  
GvpC-GSGLE-eGFP 
 
eGFP:stop:AvrII: 
pET41a_rev 
cctttcgggctttgtttagcagcctaggttacttgtaca
gctcgtccatgc 
GvpC:eGFP_rev cccttgctcacctcgaggccactgccgccgaaaatg
ctaacaaac 
priprava nukleotidnega zaporedja  
GvpC-GSGLE1-eGFP-GSGLE2-RGD 
eGFP_for cattttcggcggcagtggcctcgaggtgagcaaggg
cgaggagc 
eGFP:GSGLE2: 
RGD_rev 
aaaagcaatcgccgcggcaatcgcattccagaccg
ctacccttgtacagctcgtccatg 
GSGLE2:RGD: 
AvrII:pET41a_for 
cggtctggaatgcgattgccgcggcgattgcttttgct
aacctaggctgctaaacaaag 
del_GvpB_for gagatatgtctattTaaaaaagtactaatag 
m
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GvpB: 
Gln4→STOP del_GvpB_rev ctattagtacttttttAaatagacatatctc 
del_GvpR_for ctaaaaatggaaattTaaaaaattatgcaag GvpR: 
Lys4→STOP del_GvpR_rev cttgcataattttttAaatttccatttttag 
del_GvpN_for gtaaaaatgaccgtctAaacagacaaaagg GvpN: 
Leu4→STOP del_GvpN_rev ccttttgtctgttTagacggtcatttttac 
del_GvpF_for gaaaacatgagtgaaTAaaacgaaacagg GvpF: 
Thr4→STOP del_GvpF_rev cctgtttcgtttTAttcactcatgttttc 
del_GvpG_for gaaataacgtgcttcacTaattagtaaccgcac GvpG: 
Lys4→STOP del_GvpG_rev gtgcggttactaattAgtgaagcacgttatttc 
del_GvpL_for cctagatgggagaatAactgtatttatacg GvpL: 
Leu4→STOP del_GvpL_rev cgtataaatacagtTattctcccatctagg 
del_GvpS_for cattatgtctcttTaacaatccatggag GvpS: 
Lys4→STOP del_GvpS_rev ctccatggattgttAaagagacataatg 
del_GvpK_for ggatgcaaccggtcagcTaagcaaatggacg GvpK:Gln6→STOP 
GvpS:Pro86→Leu86 del_GvpK_rev cgtccatttgcttAgctgaccggttgcatcc 
del_GvpJ_for gaacagtatggcagtcTaacataatatgcag GvpJ: 
Glu4→STOP del_GvpJ_rev ctgcatattatgttAgactgccatactgttc 
del_GvpT_for gatttacaatggcaactTaaacaaaattagataac GvpT: 
Glu4→STOP del_GvpT_rev gttatctaattttgtttAagttgccattgtaaatc 
del_GvpU_for gaaagacatgagtacaTAAggcccttctttttc GvpU: 
STOP4 del_GvpU_rev gaaaaagaagggccTTAtgtactcatgtctttc 
seq_GvpN_rev tcgcgctaaagaggttttgc Določevanje zaporedja pri mutagenezi 
skupka gvp B. megaterium v  
pST39-pNL29. 
seq_GvpN_for gtaaaaaatggctatacgc 
seq_Gvp_for gatgaagcgaagtttgatg 
seq_GvpL_for attactaagttcgtaaacg 
seq_GvpT_for atgcctcctgctaccgctcg 
promT7 attatgctgagtgatatccc  PCR na osnovi ene kolonije in 
določevanje nukleotidnega zaporedja 
zapisov za modificirane oblike 
fuzijskih proteinov GvpC v pET41a in 
pri  mutagenezi skupka gvp 
B. megaterium  v pST39-pNL29. 
termT7 gctagttattgctcagcgg 
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3.1.4 Bakterijski sevi in sesalske celične kulture 
Uporabljeni bakterijski sevi (molekulsko kloniranje zapisov za PPV in produkcija PPV) 
so navedeni v preglednici 2.  
Preglednica 2: Uporabljeni bakterijski sevi 
sev odpornost genotip namen 
DH5α / 
 
SupE44 ΔlacU169 (Φ80  
lacZ ΔM15) hdsR17 recA1  
gyrA96 thi-1 rel A1 
priprava nukleotidnih zapisov 
fuzijskih proteinov GvpC in 
točkovna mutageneza skupka gvp  
B. megaterium v pST39-pNL29 
Rosetta 
2(DE3) 
pLysS 
kloramfenikol F- ompT hNaDSB(rB- mB-
) gal dcm (DE3) 
pLysSRARE2 (CamR)  
produkcija PPV 
Za karakterizacijo izoliranih modificiranih oblik PPV na sesalskih celicah (pritrditev na 
membrano celic in ultrazvočna stimulacija) smo uporabili celice HEK293.  
3.1.5 Kemikalije in reagenti 
Pri delu smo uporabljali kemikalije in reagente navedene v preglednici 3.  
Preglednica 3: Uporabljene kemikalije in reagenti. 
proizvajalec ime 
Amsbio SoluLyse Tris 
Expedeon  Instant Blue  
Gold Biotechnology  IPTG, kanamicin, agaroza 
Inalco Pharmaceuticals  ditiotretiol (DTT)  
Invitrogen  aditiv iBind Flex (100-kratni), iBind Flex solution, pufer iBind Flex 
(5-kratni), pufer Tango (10-kratni), tripan modro, podenota B 
koleratoksina konjugirana z barvilom Alexa Fluor 647 
Jackson 
ImmunoResearch 
kozja proti mišja sekundarna protitelesa IgG konjugirana s HRP 
Kapa Biosystems pufer KAPA HiFi Master Mix (2-kratni) 
Kemika  glicerol, bromfenol modro 
Merck  HCl, etanol, metanol, NaCl, MgCl2, izopropanol, NaOH 
Molecular Probes koelenterazin (ctz) 
 
New England Biolabs  pufer CutSmart (10-kratni)  
Promega lizni pufer (5× Passive Lysis Buffer), luciferin 
Qiagen mišja proti tetra-His primarna protitelesa  
Serva  polietilenimin (PEI)  
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Sigma Kalcijev ionofor A23187, dimetilsulfoksid (DMSO), gojišče LB, 
dNTP, glukoza, koencim a (CoA), 
Sigma-Aldrich  ampicilin, ATP, koktelj proteaznih inhibitorjev CPI, EDTA, etidijev 
bromid, gojišče LB, BSA, bicinhoniniska kislina, bakrov (II) sulfata, 
akrilamid/bisakrilamid, amonijev persulfat (APS) 
tetrametiletilenediamin (TEMED), nitrocelulozna membrana, Tween 
20, natrijev dodecilsulfat (NaDS), tris-HCl, CDTA, HEPES, EGTA, 
EDTA 
Thermo Scientific  pufer DreamTaq Green PCR Master Mix (2-kratni), pufer DreamTaq 
PCR Master Mix (2-kratni), SuperSignal West Pico PLUS 
Chemiluminescent Substrate, SuperSignal West Femto Maximum 
Sensitivity Substrate, pufer Cutsmart (10-kratni), pufer Rapid 
(5-kratni), iBlock. GeneJET Plasmid Miniprep Kit, 
VWR Gel Extraction Kit, peqGOLD 
3.1.6 Pufri in raztopine 
Pri delu smo uporabljali pufre in raztopine navedene v preglednici 4. 
Preglednica 4: Uporabljeni pufri. 
pufer proizvajalec 
1-odstotni agarozni gel  1 g agaroza, 100 mL 1× TAE pufer  
4-kratni nanašalni pufer za 
NaDS-PAGE z reducentom  
138 mM NaDS, 125 mM Tris-HCl pH 6,8, 40-odstotni (v/v) 
glicerol, 0,8 mL β-merkaptoetanol. 0,1-odstotni (v/v) 
bromfenol modro  
4-odstotni zbiralni 
poliakrilamidni gel  
1,25 mL 0,5 M Tris/HCl (pH 6,8), 3,05 mL MQ, 0,665 mL 
krilamid/bisakrilamid (30 %) 50 μL NADS (10%), 25 μL 
APS (10 %), 5 μL TEMED  
5-kratni izotermalni reakcijski 
pufer za sestavljanje po 
Gibsonu  
25-odstoni PEG 8000, 500 mM Tris-HCl (pH 7,5), 50 mM 
MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM posamezni dNTP, 5 mM NAD.  
luciferazni pufer  2,6 mL 5-kratnega luciferaznega pufra (20 mM HEPES, 
8 mM MgCl2·6H2O, 0,2 mM EGTA·Na, 2 mM NaF, pH 
7,8), 130 μl DTT (16,67 mM), 130 μl ATP (0,44 mM), 130 
μl CoA (0,23 mM), 10,4 mL vode MQ, 100 μL v DMSO 
raztopljenega luciferina (0,39 mM)  
pufer PBS  Na2HPO4 (101 mM), KH2PO4 (18,2 mM, KCl (33,1 mM), 
NaCl (1,7 M), pH 7,4  
pufer za blokiranje 
nitrocelulozne membrane  
50 ml pufer za spiranje, 0,1 g i-Block.  
pufer za mokri prenos proteinov 
na nitrocelulozno membrano  
6,06 g Tris, 28,8 g glicin, 400 ml metanol, dH20 do 2 l.  
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pufer za spiranje nitrocelulozne 
membrane  
100 ml 10-kratni PBS, 2,5 ml 10-odstotnega Tweena 20, 
dH20 1 l  
Renilla pufer  6,5 mL 2-kratnega Renilla pufer (7,5 mM Na-pirofosfat, 50 
mM NaH2PO4·H2O, 250 mM NaCl, 5 mM CDTA, pH 5,0), 
6,5 mL vode MQ, 100 μl v metanolu raztopljenega 
coelentrazina (0,001 mM) 
6-kratni nanašalni pufer za 
agarozno gelsko elektroforezo  
0,25 % bromfenol modro, 0,25 % ksilencianol, 40-odstotna 
(w/v) glukoza v destilirani vodi.  
10-kratni elektroforezni pufer z 
NaDS  
30 g Tris, 10 g NaDS, 144 g glicin, voda MQ do 1 L 
12-odstotni lečevalni 
poliakrilamidni gel  
2,5 mL 1,5 M Tris/HCl (pH 8,8), 4,1 mL MQ, 3,3 mL 
krilamid/bisakrilamida (30 %), 100 μL NADS (10 %), 50 μL 
APS (10 %), 5 μL TEMED  
50-kratni TAE pufer  242 g Tris, 57,1 ml ledocetna kislina, 100 ml 0,5 mM EDTA, 
dH20 do 1 l; pH 8.  
3.1.7 Seznam encimov 
Pri delu smo uporabljali encime navedene v preglednici 5. 
Preglednica 5: Uporabljeni encimi.  
proizvajalec encim 
Fermentas restrikcijski endonukleazi AvrII in NdeII 
New England Biolabs restrikcijska endonukleaza NdeI 
Novagen DNaza benzonaza 
Sigma-Aldrich lizocim 
Thermo Fisher Scientific restrikcijski endonukleazi DpnI in XbaI 
3.1.8 Seznam uporabljenih aparatur in opreme 
Pri delu smo uporabljali aparature navedene v preglednici 6. 
Preglednica 6: Uporabljene aparature in ostala oprema.  
naprava  Model in proizvajalec 
centrifuga  Universal 320R (Hettich), Centrifuge 5430 R, MiniSpin 
(Eppendorf) 
ciklični termostat  Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fischer)  
čitalec mikrotitrskih plošč Synergy Mx (BioTek)  
elektronski presevni mikroskop  Philips CM100 
dializno črevo D-Tube Dialyzer Midi, MWCO. 3,5 kDa 
filtrirni sistem  MiliporeSigma (Fisher Scientific)  
fotoaparat Canon 
inkubator in stresalnik za 
bakterijske kulture  
Kambič 
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kapilarna elektroforeza  QIAxcel Advanced (QIAGEN)  
konfokalni mikroskop Leica TCS SP5 in Leica TCS SP8 MP (Leica Microsystems)  
luminometer IVIS (PerkinElmer) 
napajalnik za elektroforezo  PowerPac 3000 (Bio-Rad), PS500X (Hoefer) 
naprava za merjenje 
dinamičnega sipanja svetlobe 
ZetasizerNano 
naprava za prenos po westernu iBind Flex (Thermo Fisher Scientific) 
pH-meter  inoLab (WTW)  
pipete in multikanalne pipete Research Plus (Eppendorf)  
sistem za slikanje membran  G:BOX (Syngene)  
spektrofotometer  Cary 8454 UV-VIS (Agilent Technologies), ND-1000 
Spectrophotometer (Thermo Fischer)   
sterilna komora MC 12-2 (Iskra PIO) 
stresalnik  Innova 42 (New Brunswick)  
svetlobni mikroskop CKX41 (Olympus)  
 
tehtnica  1712 Mp8 (Sartorius), RS-232c, EW600-2M (KERN) 
termoblok  ThermoMixer C in Comfort (Eppendorf)  
transiluminator  D-Transluminator (DNR Bio-Imaging Systems), TI3 
Transiluminator (Biometra) 
vibracijski mešalnik  Lab Dancer (IKA)  
3.1.9 Označevalci velikosti 
Na sliki 8 so prikazani standardi velikosti proizvajalca Thermo Scientific, ki smo jih 
uporabili pri agarozni gelski elektroforezi (slika 8: A in B), poliakrilamidni gelski 
elektroforezi in prenosu po westernu (slika 8: C).  
A  B  C  
 
 
 
 
 
 
Slika 8: Velikosti elektroforeznih standardov. A) GenerRuler 1kb Plus DNA Ladder, B) GenerRuler 1kb 
DNA Ladder, C) PageRuler Plus Prestained Protein Ladder [79].  
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3.2 Metode 
3.2.1 Molekulsko kloniranje  
3.2.1.1 Priprava nukleotidnih zaporedij modificiranih oblik proteina GvpC 
Nukleotidna zaporedja modificiranih oblik proteina GvpC smo pridobili z metodo 
verižnega pomnoževanja s polimerazo (PCR). Posamezne pomnožene dele smo med sabo 
sestavili s sestavljanjem po Gibsonu. Slednje smo uporabili tudi za končno vstavljanje 
vključkov v linearizirani vektor pET41a.   
Najprej smo s PCR pomnožili nukleotidna zaporedja posameznih fragmentov. Za 
združevanje s sosednjimi fragmenti ali z lineariziranim vektorjem smo začetne 
oligonukleotide zasnovali s približno 30 nukleotidov dolgimi homolognimi zaporedji na 
5'-koncih. Pomnoževanje smo izvedli z DNA-polimerazo Kapa pri pogojih, prikazanih v 
preglednicah 7 in 8.  
Preglednica 7: Reakcijska mešanica za PCR s DNA-polimerazo Kapa. 
komponenta  volumen [µl] 
smerni oligonukleotid (20µM) 1 
protismerni oligonukleotid (20 µM) 1 
matrična DNA (50 ng) 1 
2× DNA-polimeraza Kapa master mix 12,5 
MQ 9,5 
končni volumen 25 
Preglednica 8: Reakcijski pogoji za PCR z DNA-polimerazo Kapa. Čas prileganja začetnih 
oligonukleotidov fragmentov krajših od 1 kbp smo nastavili na 15 s, pri daljših pa smo čas povečali za 
30 – 60 s / kbp  [80]. 
reakcija temperatura [°C] čas  število ciklov 
začetna denaturacija 95 3 min  
denaturacija 98 20 s 
30 prileganje začetnih oligonukleotidov 58-65 °C 15 s 
podaljševanje verige  72 15 – 60 s / kbp 
zaključno podaljševanje 72 7 min  
ohlajanje 8 ∞  
 
Produkte reakcij PCR smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo (AGE). Uporabili 
smo 1-odstotno zamrežen agarozni gel v pufru TE z barvilom etidijev bromid (0,1 µl / µl 
gela) in ločevanje fragmentov DNA izvedli pri napetosti 120 V do njihove želene ločitve. 
Produkte reakcije PCR ustrezne velikosti smo izolirali iz gela in jih očistili s kompletom 
reagentov Gel Extraction Kit, peqGOLD.  
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Vektor pET41a (slika 7) smo linearizirali z restriktazama NdeI in AvrII ter vstavili 
vključek po metodi sestavljanja po Gibsonu. Reakcijska mešanica je vsebovala 50 ng 
posameznega fragmenta DNA ali lineariziranega vektorja, 15 µl master mix mešanice in 
vodo MQ do končnega volumna 21 µl. Reakcijsko mešanico smo inkubirali 60 min pri 
50 °C [81]. S celotno ligacijsko mešanico smo izvedli transformacijo kompetentnih  
bakterijskih celic DH5α s toplotnim šokom (60 s pri 42 °C). Po približno 10-minutni 
inkubaciji na ledu in 45-minutnem stresanju pri 37°C v 1 ml gojišča LB smo celice 
posedli s centrifugiranjem, jih resuspendirali v približno 100 µl gojišča LB in nacepili na 
plošče LB z ustreznim antibiotikom. Plošče smo inkubirali preko noči (~ 16 h) pri 37 °C 
in preverili pravilnost vstavitve vključka v vektor s PCR na osnovi ene kolonije z 
DNA-polimerazo DreamTaq (preglednici 9 in 10). Posamezne kolonije smo s pipetnim 
nastavkom sterilno precepili na novo ploščo LB z antibiotikom in nato še inokulirali 
reakcijsko mešanico za PCR. Za pomnoževanje smo uporabili začetna oligonukleotida, 
ki se prilegata na zaporedji promotorja T7 in terminatorja T7 (preglednica 1) ter dolžino 
pomnoženih fragmentov analizirali s kapilarno gelsko elektroforezo. Plazmidno DNA 
pozitivnih kolonij smo izolirali iz prekonočnih kultur v 10 ml tekočega gojišča LB-Kan s 
kompletom reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit. Določitev zaporedja DNA 
izoliranih plazmidov je izvedlo podjetje Eurofins Genomics, pri čemer smo uporabili 
začetne oligonukleotide, navedene v preglednici 1. 
Preglednica 9: Reakcijska mešanica za PCR na osnovi ene kolonije. 
komponenta  volumen [µl] 
smerni oligonukleotid (20µM) 0,75 
protismerni oligonukleotid (20 µM) 0,75 
2× Dream-taq master mix 7,5 
MQ 6 
končni volumen 15 
Preglednica 10: Reakcijski pogoji za PCR z DNA-polimerazo Dream-Taq. Čas prileganja začetnih 
oligonukleotidov fragmentov krajših od 2 kbp smo nastavili na 60 s, pri daljših pa smo čas povečali za 
60 s / kbp [82]. 
reakcija temperatura 
[°C] 
čas število 
ciklov 
začetna denaturacija 95 3 min  
denaturacija 95 20 s 
30 prileganje začetnih oligonukleotidov 58-65 °C 20 s  
podaljševanje verige  72 30 s / 1 kbp 
zaključno podaljševanje 72 7 min  
ohlajanje 8 ∞  
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3.2.1.2 Točkovna mutageneza skupka gvp B. megaterium v pST39-pNL29 
Posamezne gene smo izbili z zamenjavo kodona na 4. mestu za zaključni kodon. To smo 
dosegli s PCR s kratkimi začetnimi oligonukleotidi (preglednica 1), ki so na sredini 
vsebovali nukleotide potrebne za zamenjavo kodona, z 5'- in 3'-bočnimi zaporedji dolgimi 
okvirno 15 nukleotidov pa so se prilegali na matrično DNA. Izvedli smo mutagenezo 
vseh 11 genov v skupku, ne pa tudi kombinacij med njimi. Za pomnoževanje smo 
uporabili DNA-polimerazo Kapa pri pogojih, prikazanih v preglednicah 7 in 8. 
Pomnožene fragmente smo analizirali z AGE in iz gela izolirali fragmente, ki so ustrezali 
nerezani velikosti plazmida pST39-pNL29, ter jih očistili kompletom reagentov Gel 
Extraction Kit, peqGOLD. Morebitno matrično DNA smo razgradili z restriktazo DpnI, 
ki cepi le prepoznavna mesta z metiliranimi adenini [83] in s celotno reakcijsko mešanico 
transformirali celice DH5α (poglavje 3.2.1.1). Zraslim transformantam na ploščah 
LB-Amp smo pripravili prekonočne kulture v tekočem gojišču LB-Amp in izolirali 
plazmidno DNA s kompletom reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit. Določitev 
zaporedja DNA izoliranih plazmidov je izvedlo podjetje Eurofins Genomic, pri čemer 
smo uporabili začetne oligonukleotide navedene v preglednici  1.   
3.2.2 Produkcija PPV 
Bakterijske celice Rosetta 2(DE3) pLysS smo transformirali s toplotnim šokom s 
plazmidoma pST39-pNL29 in pET41a z nukleotididnim zapisom za željeno modificirano 
obliko GvpC. Po 45-minutnem stresanju na 37 °C v tekočem gojišču LB smo celotno 
kulturo prenesli v 100 ml tekočega gojišča LB-Amp-Kan-Cm z 0,5-odstotno glukozo v 
stresalnih erlenmajericah (500 ml) in jih stresali preko noči pri 37 °C in 160 rpm 
(fermentacija). Kadar nismo želeli takoj nadaljevati s fermentacijo, smo namesto 
inokulacije stresalnih erlenmajeric transformirano kulturo nacepili na plošče 
LB-Amp-Kan-Cm, kjer so bile kolonije obstojne pri 2-8 °C okvirno 1 mesec. S plošč smo 
nato podobno kot zgoraj inokulirali 10 ml ali 100 ml gojišča LB-Amp-Kan-Cm v 
steklenicah miniprep (10 ml) oziroma stresalnih erlenmajericah (0,5 l).  
Po okvirno 16 urah fermentacije smo z zrastlo kulturo inokulirali nove stresalne 
erlenmajerice (500 ml) s 100 ml tekočega gojišča LB-Amp-Kan-Cm z 0,2-odstotno 
glukozo, tako da je optična gostota pri 600 nm (OD600 nm) znašala 0,1. Kulture smo stresali 
pri 37 °C in 160 rpm ter pri OD600 nm 0,6–0,8 inducirali izražanje proteinov PPV in GvpC 
z IPTG (20 µM). S stresanjem smo nadaljevali okvirno 20 ur pri 30 °C.  Pripravili smo 
trajne kulture, obstojne vsaj 9 mesecev, tako da smo fermentacijski kulturi dodali glicerol 
v razmerju 1:1 (v/v) in viale shranili na -80 °C.  Iz fermentacijskih kultur smo pripravili 
vzorce pred indukcijo tako, da smo posedli nekaj ml kulture s centrifugiranjem in pelet 
shranili na -8 °C.  
Po okvirno 20 urah produkcije PPV smo celice posedli z enournim centrifugiranjem 
30 ml kulture v 50-mililitrskih centrifugirkah pri 500 × g in sobni temperaturi. Višina 
 26 
kulture v centrifugirki je morali biti nižja od 10 cm, da smo preprečili razpad PPV zaradi 
prevelikega hidrostatičnega tlaka [13]. Z injekcijsko brizgo smo odstranili bister 
subnatant in pri tem pazili, da nismo povzročili mešanja ločenih plasti kulture v 
centrifugirki. Plavajočo frakcijo smo s sten centrifugirk sprali s 3-kratnim spiranjem s po 
1 ml pufra PBS in dobro resuspendirali pelet. Vzorce bakterijske kulture pred indukcijo 
smo odmrznili in jih resuspendirali v nekaj ml tekočega gojišča LB.  Bakterijske celice 
smo lizirali z dodatkom komponent, prikazanih v preglednici 11 in počasnim mešanjem 
v hibridizacijski pečki pri sobni temperaturi (>15 min).  
Vse nadaljnje korake smo izvajali na ledu. Po 1,5 ml lizata smo razparcelirali v 
2-militrske mikrocentrifugirke s prebodenim pokrovom, s katerim smo želeli preprečiti 
kolaps PPV, ki bi ga povzročilo povečanje pritiska med zapiranjem ali odpiranjem 
mikrocentrifugirke. Te smo nato centrifugirali 2 uri pri 400 × g in 8 °C. Vrhnjo plavajočo 
frakcijo PPV bež barve smo previdno prenesli v sveže mikrocentrifugirke s prebodenim 
pokrovom, pri čemer smo več frakcij združili med sabo do končnega volumna 1,5 ml. 
PPV so se pogosto pritrdili na stene mikrocentrifugirk, s katerih smo jih morali čim prej 
sprati z 150 mM NaCl, da smo preprečili njihovo izsušitev. Združene vzorce smo nežno 
resuspendirali in centrifugirali 2 uri pri 400 × g in 8 °C. Vrhnjo plavajočo frakcijo smo 
previdno prenesli v sveže 2-militrske mikrocentrifugirke s prebodenim pokrovom in 
dodali 5-kratni volumen 150 mM NaCl do končnega volumna 1,5 ml ter vzorce nežno 
resuspendirali (1. spiranje). Po 2-urni centrifugaciji pri 400 × g in 8 °C smo vzorce spirali 
še vsaj 3-krat z vmesnimi centrifugiranji. Takšni izolirani in očiščeni PPV so na 2-8 °C 
stabilni vsaj 1 leto. Kadar smo želeli čistejše PPV, smo cikle spiranja in centrifugiranja 
ponovili še nekajkrat, vendar smo pri tem morali biti previdni zaradi morebitnih izgub na 
vsakem koraku. Namesto spiranja z 150 mM NaCl bi lahko uporabili tudi PBS, vendar bi 
bilo potrebno pred določenimi analizami (npr. TEM) vzorcem v takem primeru zamenjati 
pufer.  
Preglednica 11: Sestava mešanice za lizo bakterijskih celic. 
komponenta  volumen [µl/ml bakterijske kulture] 
Solulyse Tris pufer 100 
lizocim (10 mg/ml) 25 
DNaza I (benzonaza) ~ 0,05 
cPi 2 
3.2.3 Karakterizacija 
3.2.3.1 NADS-PAGE in WB 
Vzorce pred in po indukciji, pelet in subnatant po centrifugiranju (po lizi), izolirane PPV 
ter posamezne frakcije čiščenja smo analizirali s poliakrimamidno gelsko elektroforezo v 
prisotnosti reducenta natrijevega dodecil sulfata (NADS-PAGE) ter z metodo prenosa po 
westernu (WB).  
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Vzorcem po lizi smo nemudoma določili masno koncentracijo proteinov z metodo BCA 
(ang. bicinchoninic acid assay). Pripravili smo standard masnih koncentracij (od 0,02 do 
1 mg/ml) govejega serumskega albumina (BSA) v pufru PBS in različne redčitve vzorcev 
v pufru PBS. K 30 µl redčenega vzorca ali BSA smo dodali 200 µl delovnega reagenta 
za BCA, premešali in inkubirali 30 min pri 37 °C. Pomerili smo absorbanco pri 562 nm. 
Na podlagi umeritvene krivulje standarda smo vzorcem določili njihove masne 
koncentracije. Pripravili smo vzorce za analizo z NADS-PAGE, tako da smo 
normalizirali količino proteinov za posamezen nanos na poliakrilamidni gel na 10 µg za 
čiste izolirane PPV in 40 µg za kompleksne vzorce (npr. lizat). Vzorcem smo dodali 
4-kratni nanašalni pufer za NADS-PAGE (vsebuje reducent β-merkaptoetanol) in jih 
inkubirali 5 min pri 95 °C.  
Pripravili smo poliakrilamidni gel za NADS-PAGE, sestavljen iz 12-odstotno 
zamreženega ločevalnega gela in zbiralnega gela ter ga porabili takoj ali pa ga shranili na 
4 °C za največ en mesec. NADS-PAGE smo izvajali v posebni banjici z 1-kratnim pufrom 
za NADS-PAGE, tako da je ta v osrednji kadički prekrival žepke v gelu. Ločevanje 
vzorcev po velikosti smo izvajali pri napetosti 100 V do tvorbe tanke linije barvne fronte 
v zbiralnem gelu, ko so vzorci vstopili v ločevalni gel pa smo napetost zvišali na 200 V 
do njihove želene ločitve (okvirno 40 min). Pri tem smo pazili, da tok ni presegel 50 
mA/gel. Elektroforezni gel smo barvali z barvilom Instant blue z rahlim stresanjem 
približno 30 min in ga nato razbarvali stresanjem v vodi MQ še vsaj eno uro pred 
zajemom slike.  
Kadar smo želeli izvesti analizo WB po NADS-PAGE, smo pripravili t.i. "sendvič" za 
WB, sestavljen iz naslednjih plasti: plastične gobice, filter papirja, poliakrilamidnega gela 
z ločenimi proteini, nitrocelulozne membrane, filter papirja in plastične gobice. 
Sestavljen "sendvič" smo pravilno vstavili v kaseto in slednjo potopili v banjico s hladnim 
pufrom (2 – 8 °C) za WB in prenos ločenih proteinov z gela na membrano izvajali 90 min 
pri toku 350 mA. Nizko temperaturo pufra smo zagotavljali s hladilnimi posodicami, ki 
smo jih med ločevanjem po potrebi tudi menjali. Sendvič z gelom in membrano smo 
razstavili ter slednjo prestavili v blokirni pufer za WB in jo inkubirali 15 min pri sobni 
temperaturi ali preko noči (16 h) pri 4 °C. Membrano smo nato 90 minut pri sobni 
temperaturi nežno stresali s primarnimi protitelesi (mišja protitelesa proti tetra-His) 
redčenimi 1:2000 v blokirnem pufru za WB, jo sprali 4-krat s 5-minutno inkubacijo v 
pufru za spiranje za WB ter jo nato še stresali 45 min pri sobni temperaturi s sekundarnimi 
protitelesi (kozja protitelesa proti mišjim IgG konjugirana s HRP), redčenimi 1:4000 v 
blokirnem pufru za WB. Membrano smo ponovno spirali 4-krat s 5-minutno inkubacijo s 
pufrom za spiranje za WB in nato na stran membrane s protitelesi dodali 1 ml pripravljene 
mešanice reagentov za detekcijo z okrepljeno kemiluminiscenco (ECL). Membrano smo 
inkubirali 5 minut z reagentom SuperSignal West Pico PLUS nato previdno popivnali 
reagent in zajeli sliko s 15-kratno ekspozicijo dolgo 30 sekund. Ob primeru, da nismo 
dobili zadostnega signala, smo membrano sprali z vodo MQ in jo inkubirali 1 minuto z 
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reagentom SuperSignal West Femto. Reagent smo popivnali in zajeli sliko s 15-kratno 
ekspozicijo, dolgo 12 sekund. Inkubacijo membrane s protitelesi smo po potrebi izvedli 
tudi z avtomatskim sistemom iBind. Membrano smo položili na posebno kaseto, ki smo 
jo predhodno navlažili z pufrom iBind Flex solution. Sestavili smo napravo iBind Flex in 
v kovinsko posodo s prekati odpipetirali iBind Flex solution in protitelesa redčena v iBind 
Flex solution. Inkubacijo smo pustili teči 3 ure, oziroma preko noči in nato izvedli 
detekcijo z ECL. Prednosti uporabe iBind sistema sta krajši in standardizirani postopek 
dela ter vsaj 4-krat manjša poraba protiteles.  
Ker PPV sipajo svetlobo smo iz praktičnih razlogov kvantificirali njihovo količino z 
meritvijo optične gostote pri 500 nm (OD500nm). Slednja nam pove tudi njihovo strukturno 
stanje, saj ob kolapsu izgubijo svoje optične lastnosti in bo njihov OD500nm zanemarljivo 
majhen [63, 84].  
3.2.3.2 DLS 
Vzorce PPV, ki smo jim želeli določiti razporeditev velikosti delcev z metodo 
dinamičnega sipanja svetlobe (DLS), smo razredčili v 150 mM NaCl do vrednosti optične 
gostote pri 500 nm 0,2. Uporabili smo napravo ZetasizerNano in pripadajočo 
proizvajalčevo programsko opremo za analizo zajetih podatkov. V kiveto smo prenesli 
100 µl homogenega vzorca in odstranili morebitne zračne mehurčke. Vsak vzorec smo 
analizirali 3-krat zapored, pri čemer naprava izvede 13 setov meritev. Sipano svetlobo 
smo analizirali pri kotu 173° glede na vpadni žarek (633 nm laser).  
3.2.3.3 TEM 
Kot pri DLS smo tudi vzorce PPV za presevno elektronsko mikroskopijo (TEM) 
razredčili na vrednost OD500nm = 0,2. Pomembno je bilo, da vzorci niso vsebovali 
fosfatnih ionov, ki bi lahko povzročili precipitacijo uranil acetata, ki smo ga uporabili kot 
negativno kontrastno sredstvo. Temu smo se izognili tako, da smo med izolacijo PPV 
uporabili 150 mM NaCl oziroma smo ga uporabili po potrebi pri dializi vzorcev. 
Nadaljnjo pripravo vzorcev in zajem slike je izvedel prof. dr. Rok Romih z Inštituta za 
celično biologijo, Fakultete za Medicino, Univerze v Ljubljani. Uporabljen je bil presevni 
elektronski mikroskop Philips CM100. Na pridobljenih slikah smo z računalniškim 
programom ImageJ analizirali velikost PPV.  
3.2.3.4 Razdruževanje PPV z ureo 
PPV iz B. megaterium se združujejo v večje skupke [63]. Te smo razdružili z dodatkom 
8 M uree v 3:1 volumskem razmerju proti vzorcu, da smo dosegli končno 6 M 
koncentracijo uree. Tako pripravljene vzorce smo 30 min inkubirali na sobni temperaturi 
z nežnim stresanjem na namiznem stresalniku (okvirno 70 rpm). Vzorce z ureo smo nato 
dializirali 6 ur proti 150 mM NaCl pri temperaturi 2–8 °C in 2000-kratni volumski razliki. 
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Uporabili smo dializno črevo D-tube 3,5 kDa MWCO in vzorce ponovno skoncentrirali 
z 2-urnim centrifugiranjem pri 400 × g ter 8 °C in odstranili supernatant (poglavje 3.2.2).  
3.2.3.5 Test plavanja E. coli 
Uspešno tvorbo PPV v E. coli s kompletnim setom genov skupka gvp B. megaterium in 
izbitimi različicami posameznih genov smo spremljali posredno preko testa plavanja 
bakterij v raztopini gojišča LB z NaCl. 20 ur po indukciji izražanja proteinov (poglavje 
3.2.2) smo 40 ml bakterij posedli z 1-urnim centrifugiranjem v centrifugirkah (50 ml) pri 
500 × g in sobni temperaturi. Z injekcijsko brizgo smo odstranili bister subnatant do 8 ml 
končnega volumna kulture v centrifugirki in kulturo dobro, a nežno resuspendirali. 7,5 
ml kulture smo prenesli v sterilno stekleno epruveto, dodali še 7,5 ml NaCl (300 mM), jo 
premešali in kulturi izmerili OD600 nm. Epruvete s kulturami preučevanih transformant 
smo postavili na ravno podlago. Po 24 urah inkubacije pri sobni temperaturi smo zajeli 
sliko epruvet in z injekcijsko brizgo 1–2 cm pod gladino odvzeli 1 ml kulture ter ji izmerili 
OD600 nm.  
3.2.4 Delo s sesalskimi celičnimi kulturami 
3.2.4.1 Gojenje in transfekcija sesalskih celic HEK293  
Sesalske celice HEK293 (ang. human embryonic kidney 293) smo gojili v plastičnih 
gojitvenih posodah v inkubatorju pri 37 °C, 95-odstnotni vlažnosti in 5-odstotnem CO2. 
Za gojenje smo uporabili gojišče DMEM z 10-odstotnim FBS (ang. fetal bovine serum) 
Ko je preraščenost celic okvirno presegla 70 %, smo celicam odstranili gojišče, jih sprali 
z 10 ml PBS in dodali 2–3 ml raztopine tripsina (0,5 g/l), da so se celice odlepile s 
podlage. Po 3 minutah smo dodali sveže gojišče do 10 ml končnega volumna in 
resuspendirali ter s sten posode sprali morebitne celice. Celično suspenzijo smo 
centrifugirali 5 min pri 160 × g, odstranili supernatant in celični pelet resuspendirali v 10 
ml DMEM z 10-odstotnim FBS. 10 µl celic smo zmešali z 10 µl barvila tripan modro, 
nanesli na števno stekelce in z napravo za avtomatsko štetje Countess določili število 
celic ter njihovo viabilnost.  
V gojitvene posode s 6 vdolbinicami smo nacepili 2 ml celic s končno koncentracijo 
9 × 105 celic/ml. Naslednji dan smo celice transficirali s transfekcijsko mešanico. 
Pripravili smo jo tako, da smo izbrane plazmide (preglednica 12), ustrezno redčene v 
150 mM NaCl, zmešali s transfekcijskim reagentom PEI v volumenskem razmerju 1:1 in 
200 µl mešanice po 20 minutah inkubacije pri sobni temperaturi dodali v vdolbinico z 
2 ml celic.  
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Preglednica 12: Uporabljeni plazmidi in njihova količina za pripravo transfekcijske mešanice, 
preračunana na eno vdolbinico (2 ml celic). Plazmide smo prejeli iz zbirke Kemijskega inštituta, kjer so 
bili tudi zasnovani in pripravljeni. 
konstrukt v plazmidu pcDNA3 masa plazmida [ng] 
mNFAT TALE VP16 KRφ 10 
10AB min fLuc 1000 
rLuc 30 
pcDNA3 760 
 
3.2.4.2 Stimulacija celic in dvojni luciferazni test  
Dan po transfekciji smo celicam odstranili gojišče in dodali 200 µl raztopine PPV v pufru 
PBS. Po 10 minutah smo dodali 1,8 ml DMEM z 10-odstotnim FBS. Mehansko 
stimulacijo z UZ smo izvedli tako, da smo na sondo, ki smo jo premazali s tanko plastjo 
gela za ultrazvok, namestili zunanji del vdolbinice v ploščici, v kateri smo želeli 
stimulirati celice. Sonda je del ultrazvočne naprave Moduson, pri čemer smo v programu 
nastavili parametre, prikazane v preglednici 13. Ultrazvočno stimulacijo sesalskih celic v 
eni vdolbinici smo izvajali 2 uri v inkubatorju pri 37 °C, 95-odstotni vlažnosti in 
5-odstotnem CO2. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili celice, ki smo jih stimulirali s 
kalcijevim ionoforom A23187 (10 µM) in luminiscenco izmerili po 2 urah.  
Preglednica 13: Parametri v programu Moduson za ultrazvočno stimulacijo. S prilagajanjem števila 
ponovitve stimulacijskih signalov smo nastavili tudi celotni čas ultrazvočne stimulacije. Za 15-minutno 
stimulacijo smo izvedli 7 ponovitev, za 30-minutno stimulacijo 14 ponovitev, za 1-urno stimulacijo 28 
ponovitev in za 2-urno stimulacijo 55 ponovitev [85]. 
paramater vrednost 
amplituda 1 
oblika valovanja sinusna 
frekvenca sinusnega valovanja 310000 Hz 
število sinusnih valovanj v enem pulzu 100 
število pulzov 10000 
število ponovitev stimulacijskih signalov 7/14/28/55 
premor med stimulacijskimi signali 120 s 
 
Celicam smo po ultrazvočni stimulaciji dodali pufer za določevanje aktivnosti 
kresničkine luciferaze (fLuc), ki vsebuje substrat D-luciferin in na luminometru IVIS 
pomerili luminiscenco celotne raztopine celic v posamezni jamici z 2-minutnim zajemom 
signala fLuc. Intenziteta slednjega je odvisna od znotrajcelične koncentracije Ca2+-ionov 
med stimulacijo, ki sproži prepisovanje poročevalskega gena za fLuc in zato ponazarja 
učinkovitost ultrazvočne stimulacije. 
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3.2.4.3 Fluorescenčna konfokalna mikroskopija 
V gojitvene posode za mikroskopijo z 8 vdolbinicami (μ-Slide 8-Well) smo nacepili 
250 µl celic s koncentracijo 4 × 104 celic/ml. Po 48 urah smo odstranili gojišče in dodali 
100 µl izoliranih in očiščenih PPV. Slikanje smo izvedli po 15 min inkubaciji pri sobnih 
pogojih. Nato smo odstranili raztopino in dodali 200 µl pufra PBS ter podenoto B 
koleratoksina, konjugirano s fluorescenčnim barvilom Alexa Fluor 647 (redčitev 
1:10000) in celice ponovno slikali. Za zajem slik in preverjanje uspešnosti vezave 
modicifiranih PPV na celice smo uporabili fluorescenčna konfokalna mikroskopa Leica 
TCS SP5 in Leica TCS SP8 MP. Uporabili smo 63-kratni oljni imerzijski objektiv z 
numerično aperturo 1,4. Za vzbujanje PPV označenih z eGFP smo uporabili argonski 
eksitacijski laser valovne dolžine 488 nm in spremljali emitirano svetlobo v območju 489 
nm – 533 nm, za vzbujanje Alexa Fluor 647 v konjugatih pa smo uporabili laser HeNe 
valovne dolžine 633 nm in spremljali emitirano svetlobo v območju 640nm – 682nm. Za 
analizo zajetih slik smo uporabili računalniški program Leica LAS AF. 
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4 Rezultati  
4.1 Priprava genetskih konstruktov 
V okviru magistrskega dela smo želeli pripraviti modificirane oblike PPV in jih nato 
okarakterizirati ter uporabiti za povečanje odzivnosti celic na ultrazvočno stimulacijo. V 
prvem sklopu smo z metodama PCR in sestavljanja po Gibsonu pridobili spremenjena 
nukleotidna zaporedja zapisov za protein GvpC (slika 9), ki se nahaja na površini PPV in 
omogoča njihovo funkcionalizacijo preko pripenjanja dodatnih proteinskih zaporedij k 
GvpC [9]. Na N-konec GvpC smo dodali heksahisitidinsko oznako, ki je služila 
imunodetekciji proteina v vzorcih z metodo WB. Peptidno zaporedje RGD z 
aminokislinskim zaporedjem C1DC2RGDC3FC4 (v literaturi znan kot RGDC4) na 
C-koncu GvpC je omogočalo pripenjanje PPV na površino sesalskih celic HEK293. Za 
C-končno fuzijo k proteinu GvpC smo se odločili na podlagi podobnih primerov iz 
literature [9]. Protein eGFP je služil zasledovanju uspešnosti pripenjanja PPV na celično 
površino. Za povezavo posameznih proteinskih enot med sabo smo uporabili kratek 
fleksibilni povezovalec, sestavljen iz aminokislinskega zaporedja GSGLE. V primeru 
konstrukta GvpC-eGFP-RGD smo spremenili nukleotidno zaporedje povezovalca med 
eGFP in RGD (poimenovan GSGLE2), da smo preprečili morebitno nespecifično vezavo 
začetnih oligonukleotidov.  
 
Slika 9: Shematski prikaz priprave 3 genetskih konstruktov proteina GvpC. 
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Izvedli smo posamezno točkovno mutagenezo enajstih genov skupka gvp iz 
B. megaterium v vektorju pST39-pNL29, ki omogoča heterologno produkcijo PPV v 
E. coli (slika 10). Posamezne gene smo izbili z PCR in sicer z uvedbo zaključnega kodona 
na 4. mestu, le pri GvpK smo ta kodon uvedli na 6. mesto, s čimer smo v GvpS uvedli še 
substitucijo P86L, saj se gena delno prekrivata. Dolžine nukleotidnih in aminokislinskih 
zaporedij s pripadajočo proteinsko maso za pripravljene fuzijske proteine se nahajajo v 
preglednici 14, za gene skupka gvp B. megaterium pa v preglednici 15. 
 
Slika 10: Shematski prikaz izbitja posameznih genov skupka gvp iz B. megaterium v pST39-pNL29.  
Preglednica 14: Pripravljeni fuzijski proteini. 
fuzijski protein dolžina nukleotidnega 
zapisa [bp] 
dolžina proteina 
[ak-ostanki] 
molekulska 
masa (kDa) 
GvpC-RGD 645 214 24,3 
GvpC-eGFP 1332 443 50,1 
GvpC-eGFP-RGD 1371 456 51,4 
Preglednica 15: Proteini genskega skupka gvp B. megaterium na vektorju pST39-pNL29, potrebni za 
produkcijo PPV v E. coli.  
protein 
dolžina nukleotidnega zapisa 
[bp] 
dolžina proteina 
[ak-ostanki] 
molekulska 
masa(kDa) 
GvpB 267 88 9,6 
GvpR 267 88 10,3 
GvpN 927 309 34,7 
GvpF 768 255 28,9 
GvpG1 267 88 10,5 
GvpL 810 269 31,1 
GvpS2 288 95 10,4 
GvpK2 285  94 10,4 
GvpJ 303 100 11,3 
GvpT 879 292 32,7 
GvpU 417 138 15,0 
1 - Gen gvpG ne vsebuje kodona za začetni Met. 2 - Gena gvpK in gvpS se delno prekrivata. 
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4.2 Analiza izražanja fuzijskih proteinov GvpC in karakterizacija 
PPV 
Analizirali smo lizate E. coli, transformirane z vektorjema za fuzijske oblike GvpC in 
skupkom gvp B. megaterium po indukciji z 20 µM IPTG (slika 11). Vidimo, da pride do 
močnega izražanja vseh fuzijskih proteinov, medtem ko ne moremo enako reči za 
izražanje proteinov skupka B. megaterium. Opazimo dve lisi pri velikostih <55 kDa in 
<36 kDa. Vsi fuzijski proteini se dobro izražajo, opazili pa smo tvorbo multimerov pri 
GvpC-RGD in GvpC-eGFP-RGD, kljub temu, da smo proteine v vzorcih pred nanosom 
na gel toplotno denaturirali in ločevanje izvajali v prisotnosti reducenta 
β-merkaptoetanola. 
NaDS-PAGE WB 
  
Slika 11: Analiza izražanja fuzijskih oblik GvpC s PPV v E. coli z NaDS-PAGE in WB (protitelesa 
proti oznaki His). Vzorce pred indukcijo izražanja predstavljajo bakterijske kulture po 16-urni 
fermentaciji, negativno kontrolo tvorbe PPV pa bakterijske kulture, transformirane z vektorjem pET41a z 
zapisom za TALE[A] protein (velikost 84,4 kDa). Pri WB je prišlo do šibke navzkrižne kontaminacije med 
nanosom vzorcev na gel, kar prepoznamo po pojavu lažno pozitivnih lis v linijah z vzorci pred indukcijo 
in linijah z  B. m. PPV. PI –pred indukcijo, PO – po indukciji.  
GvpB je glavni strukturni protein PPV, pridobljenih s heterologno ekspresijo skupka gvp 
B. megaterium v E. coli (v nadaljevanju B. m. PPV). Je paralog proteina GvpA, ki je 
genetsko zelo ohranjen med organizmi, sposobnimi produkcije PPV, kot je A. flos-aquae 
[40, 60]. Poravnava aminokislinskih zaporedij GvpB (B. megaterium) in GvpA (A. flos-
aquae) nakazuje na zelo podobno zaporedje obeh proteinov, zato smo pričakovali, da 
imata oba proteina tudi podobno zvitje (slika 12). Predvidena sekundarna ureditev obeh 
proteinov je enaka; α-vijačnica, β-trak, β-trak, α-vijačnica. V skladu s predvidevanji se je 
fuzijski protein GvpC-RGD vezal na B. m. PPV in tudi ostal vezan tekom izolacije in 
čiščenja, ki je temeljilo na cikličnem centrifugiranju, prenosu plavajoče plasti PPV v novo 
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mikrocentrifugirko in njenem spiranju (slika 13). V procesu čiščenja nismo zaznali 
bistvenih izgub GvpC (primerljiva intenziteta lis pri predvideni velikosti GvpC-RGD med 
spiranji). Izvedli smo tudi razdruževanje PPV s 6 M ureo, saj so B. m. PPV nagnjeni k 
tvorbi večjih skupkov. 
 A 
GvpA (B. m.) MSIQKSTNSSSLAEVIDRILDKGIVIDAFARVSVVGIEILTIEARVVIASVDTWLRYAEA 60 
GvpB (B. m.) MSIQKSTNSSSLAEVIDRILDKGIVIDAFARVSVVGIEILTIEARVVIASVDTWLRYAEA 60 
GvpA (A. f.) MAVEKTNSSSSLAEVIDRILDKGIVIDAWVRVSLVGIELLAIEARIVIASVETYLKYAEA 60 
             *:::*:..********************:.***:****:*:****:*****:*:*:**** 
 
GvpA        VGLLRDDVEENGLPERSNSSEGQPRFSI 88 
GvpB        VGLLRDDVEENGLPERSNSSEGQPRFSI 88 
GvpA        VGLTQSAAVPA----------------- 71 
            *** :. . 
B 
GvpB (B. m.) 
 
GvpA (A. f.) 
 
Slika 12: Sorodnost GvpA in GvpB iz B. megaterium ter GvpA iz A. flos-aquae. A) Poravnava 
aminokislinskih zaporedij. B. m. - B. megaterium, A. f. - A. flos-aquae. (*) popolnoma ohranjen 
aminokislinski ostanek, (:) konzervativna substitucija ohranjenih aminokislinskih ostankov (.) substitucija 
napol-ohranjenih aminokislinskih ostankov [86]. Uporabili smo program Clustal Omega - Multiple 
Sequence Alignment. B) Predvidena sekundarna struktura. Uporabili smo program PSIPRED [87]. Barvne 
oznake aminokislinskih ostankov: roza – α-vijačnica, rumena – β-trak, siva – zanka.  
 
Slika 13: Analiza prisotnosti GvpC v različnih frakcijah med čiščenjem B. m. PPV z WB (protitelesa 
proti oznaki His). Neg. kontrolo PPV predstavlja E. coli, transformirane z pET41a brez vključka. PPV 
brez GvpC predstavljajo negativno kontrolo imunodetekcije GvpC. 1 – po 1. spiranju z NaCl, 2 – po 3. 
spiranju z NaCl, 3 – izolirani PPV, 4 – izolirani PPV po tretiranju z ureo. Količina nanosa vzorcev z PPV 
je normalizirana glede na  OD500 nm.  
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Ko smo pokazali, da se GvpC-RGD veže na GvpB, nas je zanimalo, če dodajanje celih 
proteinskih domen (npr. eGFP) k GvpC vpliva na njegovo sposobnost vezave na GvpB. 
Izkaže se, da se GvpC-eGFP veže na PPV (slika 14), eGFP fuzijsko izražen z GvpC, pa 
se pravilno zvije in ohrani sposobnost fluorescence po vezavi (slika 15). Podobno kot pri 
vzorcih lizatov tudi pri izoliranih PPV na NaDS-poliakrilamidnem gelu zaznamo tvorbo 
oligomerov fuzijskih oblik GvpC s peptidnim zaporedjem RGD (slika 14). Poleg GvpC 
pa smo v izoliranih PPV zaznali dodatne proteinske zvrsti; pri vseh PPV sta vidni še 2 
dve lisi pri velikostih okoli 36 kDa (modri oznaki), nekoliko pod to pa je pri vzorcih PPV 
brez fuzijskega GvpC prisotna še tretja lisa (rumena oznaka). Izolirani PPV so dokaj čisti 
(slika 14, primerjava PPV z negativno kontrolo), s čiščenjem na osnovi centrifugiranja pa 
lahko PPV dodatno očistimo. Iz 100 ml kulture transformiranih bakterijskih celic smo 
dobili 200 µl PPV z okvirno koncentracijo 0,5 mg/ml (OD500 nm = 0,27).  
NaDS-PAGE WB 
  
Slika 14: NaDS-PAGE in WB analiza (protitelesa proti oznaki His) izoliranih modificiranih oblik 
PPV po 4 ponovitvah spiranja in centrifugiranja. TALE[A] protein: negativna kontrola tvorbe PPV 
(velikost 84,4 kDa). Zaradi nizke zamreženost gela ne moremo zanesljivo ločiti proteinov manjših od 17 
kDa.  
 
Slika 15: Analiza fluorescence frakcij po lizi. Vzorci po lizi so bili centrifugirani 2 uri pri 400 × g, 
Posameznim frakcijam smo pomerili fluorescenco na napravi BioTek Synergy Mx. 
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Izolirane B. m. PPV z in brez GvpC-RGD smo okarakterizirali s TEM in DLS. Veziklom 
smo dodali ureo v končni koncentraciji 6 M, da bi skupke PPV razdružili na posamezne 
PPV in jih nato dializirali proti 150 mM NaCl. Rezultati analize velikosti delcev z DLS 
(slika 16) kažejo, da razdruževanje z ureo ni imelo posebnega vpliva na povprečno 
velikost skupkov PPV z GvpC-RGD. Opazili pa smo, da GvpC-RGD povzroči nastanek 
večjih skupkov (2794 nm v primerjavi z 1902 nm pri B. m. PPV). Z uporabo uree nam ni 
uspelo razbiti skupkov PPV, zato smo v nadaljnjih produkcijah ta korak izpustili. 
 
Slika 16: DLS analiza izoliranih PPV z in brez GvpC-RGD.  Pripisane so povprečne velikosti skupkov 
za vsak vzorec. 0 M urea ponazarja, da vzorca nismo predhodno obdelali z ureo.  
Rezultati EM kažejo, da so PPV z GvpC-RGD daljši in imajo predvsem cilindrično 
obliko, za razliko od heterologno izraženih B. m. PPV, ki so manjši in pretežno vretenasti 
(slika 17). Pripravljeni PPV z GvpC-RGD zavzamejo večji razpon velikost od PPV brez 
GvpC (preglednica 16).  
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A) B. m. PPV 
  
B) B. m. PPV + GvpC-RGD 
  
C) B. m. PPV + GvpC-RGD brez razdruževanja z ureo 
  
Slika 17: TEM analiza vzorcev.  Velikostno merilo slik na levi polovici je 200 nm, pri slikah na desni 
polovici pa od zgoraj navzdol: 100 nm, 50 nm in 100 nm.  
Preglednica 16: Izmerjene dimenzije PPV iz slik, pridobljenih z TEM. 0 M urea ponazarja, da vzorca 
nismo predhodno obdelali z ureo. 
PPV N dolžina  [nm] širina [nm] 
B. m. PPV 34 215 ± 48 62 ± 9 
B. m. PPV + GvpC-RGD 51 428 ± 222 70 ± 8 
B. m. PPV + GvpC-RGD (0 M urea) 8 383 ± 95 48 ± 6 
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4.3 Vezava PPV na HEK293 in ultrazvočna stimulacija 
Želeli smo preveriti ali se s peptidi RGD funkcionalizirani PPV vežejo na površino celic. 
Za analizo smo uporabili celice HEK293, ki smo jim dodali PPV z GvpC-eGFP-RGD. S 
konfokalno elektronsko mikroskopijo smo pokazali, da se takšni PPV vežejo na 
membrano HEK293 celic (slika 18) in ostanejo vezani vsaj 2 uri (slika 19), kolikor je tudi 
potrebno za uspešno ultrazvočno stimulacijo po platformi v našem laboratoriju. 
Internalizacije PPV v celice nismo opazili. Pri enaki koncentraciji PPV z GvpC-eGFP ob 
celičnih membranah nismo zaznali fluorescence (slika 18), ki bi ponazarjala nespecifično 
vezavo PPV na površino celic. 
A)        GvpC-eGFP-RGD (OD500 nm 0,24) B)         GvpC-eGFP-RGD (OD500 nm 0,62) 
  
C)         GvpC-eGFP-RGD (OD500 nm 0,62) D)             GvpC-eGFP (OD500 nm 0,62) 
  
Slika 18: Vezava  fluorescenčno označenih PPV membrano HEK293 celic (vsi kanali). Slike so bile 
zajete 15 min po dodatku PPV. Sliki A in B sta bili zajeti z mikroskopom Leica TCS SP8 MP, sliki C in D 
pa z mikroskopom Leica TCS SP5. 
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OD500 nm 0,24 OD500 nm 0,62 
  
Slika 19: Vezava  fluorescenčno označenih PPV na membrano celic HEK293 (kanala GFP in alexa 
647). Slike so bile zajete 2 h po dodatkov veziklov. Za kontrolo lokalizacije membrane smo uporabili 
podenoto B koleratoksina, konjugirana z alexa 647 (vijolična barva). Za zajem slik smo uporabili 
mikroskop Leica TCS SP5.  
Ker se pripravljeni PPV z GvpC-RGD vežejo na membrano celic, smo preverili, ali tudi 
izboljšajo odzivnost celic HEK293 na ultrazvočno stimulacijo z napravo MODUSON. 
Uporabili smo poročevalski plazmid z zapisom za reportersko kresničkino luciferazo 
(fLuc) in  plazmid s transkripcijskim dejavnikom, ki smo ju prejeli iz zbirke Kemijskega 
inštituta, kjer sta bila tudi zasnovana in pripravljena (slika 20, A). Pod vplivom ultrazvoka 
pride do vdora Ca2+ v celico in aktivacijo od Ca2+-odvisne signalne poti 
kalcinevrin/NFAT, ki v končni stopnji vodi v prepisovanje zapisa za fLuc (slika 20, B). 
Nismo zaznali, da bi dodatek PPV vplival na izboljšano aktivacijo celic, saj je večkratnik 
aktivacije brez PPV (2,36) in z PPV primerljiv (1,83). Smo pa pri uporabi PPV opazili 
višje "ozadje", torej večjo samoaktivacijo celic že pri nestimuliranih vzorcih. Želeli smo 
preveriti, ali je odsotnost pričakovanega rezultata posledica porušenja PPV med 
ultrazvočno stimulacijo zaradi previsokega zvočnega tlaka; intaktni PPV absorbirajo 
svetlobo pri 500 nm, njihovo porušenje pa lahko zaznamo s padcem absorbance. 
Ugotovili smo, da tlak tekom eksperimenta, ki nastane zaradi delovanja ultrazvoka ni 
zadosten, da bi vplival na integriteto PPV (slika 20, D). 
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A B 
 
 
C D 
  
Slika 20: Ultrazvočna stimulacija HEK293. A) Shema poročevalska plazmida in transkripcijskega dejavnika. 
Posamezne domene:   mNFAT – mišji NFAT (transkripcijski faktor, ki se translocira v jedro ob vdoru Ca2+); VP16 – 
aktivacijska domena, ki poveča jakost izražanja genov; KRϕ – kationski sidrni peptid, ki se ob vdoru Ca2+ sprosti z 
membrane; TALE(A) vezavna domena za DNA; fLuc – kresničkina luciferaza B) Shematski potek aktivacije signalne 
poti ob stimulaciji z ultrazvokom: ultrazvočna stimulacija povzroči odprtje ionskih kanalčkov in vdor Ca2+-ionov v 
celico. Ca2+-kalmodulin asociira z fosfatazo kalcinevrin in jo aktivira. Povišana znotrajcelična koncentracija Ca2+ 
povzroči tudi dislokacijo fuzijskega proteina mNFAT-TALE[A]-VP16-KRϕ z membrane. Defosforilacija mNFAT s 
kalcinevrinom translocira fuzijski protein v jedro, kjer se z domeno TALE(A) veže 10 ponovitev vezavnih mest za 
TALE(A), ki so pred minimalnim promotorjem za fLuc in sproži njeno izražanje. Ob dodatku substrata pride do 
luminiscence.  C) Luminescenca fLuc po ultrazvočni stimulaciji celic. Označen je tudi faktor povečanja luminiscence 
induciranih celic v primerjavi z neinduciranimi. Uporabili smo PPV z OD500 nm 0,12. Ionofor A23187 kompleksira 
Ca2+-ione in jih prenese preko membrane v notranjost celice [88] in služi kot pozitivna kontrola delovanja reporterskega 
sistema. D) Kvantifikacija strukturne obstojnosti PPV z GvpC-RGD med ultrazvočno stimulacijo. Izvedli smo 
ultrazvočno stimulacijo raztopine PPV in po različnih časovnih obdobjih pomerili OD500 nm. 
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4.4 Test plavanja E. coli   
Želeli smo preveriti ali poteka izražanje in sestavljanje PPV v sesalskih celicah, pri tem 
pa nas omejuje dejstvo, da je skupek gvp iz B. megaterium sestavljen kompleksno (operon 
iz enega promotorja in 11 genov). Pred heterolognim prenosom skupka gvp 
B. megaterium v sesalske celice smo zato želeli minimizirati število potrebnih genov za 
tvorbo PPV v E. coli. Uspešnost tvorbe smo spremljali posredno preko analize plavanja 
transformiranih celic s skupkom z izbitim genom (slika 21) po 24 urah mirovanja v 
steklenih epruvetah. Ugotovili smo, da izbitje genov za proteine GvpR, GvpN, GvpT in 
GvpU še vedno omogoča vidno plavanje E. coli (slika 22). Izmerjene vrednosti OD600 nm 
frakcije kulture v epruveti tik pod gladino kulture po mirovanju smo normalizirali glede 
na začetne vrednosti OD600 nm (po dodatku NaCl) in jih primerjali s pozitivno kontrolo 
testa plavanja (relativni OD600 nm), ki je predstavljal transformante E. coli z intaktnim 
skupkom gvp iz B. megaterium. Kulture smo lizirali in opazili PPV pri mutantah gvpΔR 
in gvpΔU, iz katerih smo jih tudi izolirali.  
 
Slika 21: določevanje vpliva izbitja posameznega gena v skupku gvp iz B. megaterium na sposobnost 
plavanja transformiranih celic E. coli. Nastanek plavajoče frakcije smo opazili le pri nekaterih mutantah.  
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A (ob času 0) 
             
ΔgvpB ΔgvpR ΔgvpN ΔgvpF ΔgvpG ΔgvpL ΔgvpS ΔgvpK ΔgvpJ ΔgvpT ΔgvpU wt TALE[A] 
 
B (po 24 urah) 
             
ΔgvpB ΔgvpR ΔgvpN ΔgvpF ΔgvpG ΔgvpL ΔgvpS ΔgvpK ΔgvpJ ΔgvpT ΔgvpU wt TALE[A] 
 
C 
 
Slika 22: Analiza vpliva izbitja posameznih genov v skupku gvp iz B. megaterium na sposobnost 
plavanja transformiranih E. coli. Skupek z izbitimi geni je bil heterologno izražen v E. coli, pri čemer 
smo spremljali plavanje bakterij po 24 urah (A in B). Izmerjene vrednosti OD600 nm plavajoče frakcije 
posameznega gena (C) smo normalizirali na začetni OD600 nm in jih primerjali z nemutiranim skupkom gvp 
(pozitivna kontrola plavanja), da smo dobili relativne vrednosti OD600 nm. TALE[A] predstavlja negativno 
kontrolo plavanja (E. coli transformirane z vektorjem pET41a z zapisom za TALE[A]). (*): po lizi bakterij 
smo zaznali PPV.  
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5 Diskusija 
V okviru magistrskega dela smo pripravili modificirane oblike PPV, ki smo jih nato 
okarakterizirali. V nadaljevanju smo s peptidom RGD funkcionalizirane PPV uporabili 
za vezavo na sesalske celice in ovrednotili njihov vpliv na občutljivost sesalskih celic na 
stimulacijo z ultrazvokom.  Pripravljeni PPV sestojijo iz stene, sestavljene iz GvpB, ki je 
prečno povezan z fuzijskimi oblikami GvpC [10, 75]. Skupek gvp iz B. megaterium, ki 
omogoča heterologno izgradnjo PPV v E. coli, ne kodira za GvpC, zato smo oba izrazili 
hkrati. Uporabili smo zapis za GvpC iz A. flos-aquae. V literaturi nismo zasledili, da bi 
se GvpC vezal na GvpA ali GvpB iz drugega organizma. Predvidevali smo, da zaradi 
izjemne ohranjenosti med GvpA ali GvpB različnih organizmov [10], ti zavzamejo enako 
zvitje (slika 12) in imajo zato ohranjena vezavna mesta za GvpC. Vse fuzijske oblike 
GvpC so se dobro izražale (slika 11) in bile sposobne vezave na GvpB (sliki 13 in 14). 
Presenetila nas je njihova tvorba oligomerov na NaDS-poliakrilamidnih gelih. GvpC ne 
vsebuje cisteinov [89], zato ne more priti do tvorbe intermolekularnih disulfidnih vezi, 
hkrati pa bi morali biti pogoji toplotne denaturacije zadostni, da bi na poliakrilamidnem 
gelu videli le monomerno obliko GvpC, kadar ločujemo izolirani GvpC in z njim tudi 
vzorce PPV [63, 90]. Aminokislinsko zaporedje uporabljenega peptida RGD je 
C1DC2RGDC3FC4, pri čemer lahko štirje Cys tvorijo različne disulfidne mostičke. Na tak 
način lahko nastanejo strukturno rigidni biciklični peptidi s favorizirano konformacijo za 
vezavo na integrine v primerjavi z linearnimi peptidi [91]. Domnevamo, da je v našem 
primeru prišlo do tvorbe intermolekularnih povezav med zaporedji RGD fuzijskih 
proteinov. Gre za pogost pojav pri fuzijskih proteinih z RGD, pri čemer tudi z dodatkom 
reducenta ne dobimo čistih monomerov po njihovi ločbi na NaDS-poliakrilamidnih gelih 
[92, 93]. Kako tvorba kovalentnih intramolekularnih povezav med GvpC vpliva na 
njegovo vezavo na GvpB, ni znano. Povsem možno je, da v tem primeru pride do 
zmanjšanja števila GvpB, ki jih je en GvpC sposoben vezati, lahko pa nastanejo daljši 
multimeri GvpC, sposobni vezave več kot 25 molekul GvpB. Zanimivo bi bilo preveriti 
razliko v kritičnem tlaku med PPV z GvpC in PPV z GvpC-RGD. Ker struktura 
peptidnega zaporedja RGD vpliva na jakost vezave in specifičnost za podtip integrinov 
[94], bi bilo smiselno na enak način pripraviti GvpC z ostalimi podobnimi zaporedji 
RGD.  
Dokazali smo, da dodajanje proteinskih domen k GvpC ne vpliva na njegovo sposobnost 
vezave na GvpB, hkrati pa se v tem primeru eGFP tudi pravilno zvije (slika 15). Ugotovili 
smo torej, da je možno v E. coli  pripraviti poljubno funkcionalizirane PPV s hkratnim 
heterolognim izražanjem skupka gvp B. megaterium in modificiranih oblik GvpC iz 
A. flos-aquae.  
Pričakovali smo, da bodo pripravljeni PPV iz proteinskega vidika sestavljeni predvsem 
iz GvpB in GvpC s podobnim molskim razmerjem med GvpA (homolog GvpB) in GvpC 
kot pri A. flos-aquae, kjer to znaša približno 25:1 [77]. A pripravljeni izolirani in očiščeni 
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PPV vsebujejo dodatne proteinske zvrsti (slika 14). Domnevamo, da gre za proteine 
skupka gvp, možno pa je tudi, da lise na NaDS-poliakrimamidnem gelu predstavljajo 
nespecifično vezane proteine na PPV, saj bi uporabljen protokol čiščenja moral biti dovolj 
temeljit, da se znebimo vseh topnih proteinskih komponent, ki z PPV ne interagirajo 
(slika 14; transformante E. coli z proteinom TALE[A]).  
GvpB bi lahko predstavljala lisa pri 10 kDa in razmazani trakovi na vrhu gela, saj je 
protein majhen in hidrofoben ter ga zato pogosto zaznamo na NaDS-poliakrilamidnih 
gelih kot agregrat [95, 96]. Pri vseh PPV sta vidni še 2 lisi pri velikosti okoli 36 kDa 
(modri oznaki), pri vzorcih PPV brez fuzijskega GvpC pa je nekoliko nad njima prisotna 
še tretja lisa (rumena oznaka). Sicer slednje ne zaznamo pri izoliranih PPV z GvpC, 
opazimo pa, da se protein primerljive velikost vsekakor izraža (lizati po indukciji na sliki 
11). Velikostno primerni proteini iz skupka gvp so: GvpN, GvpF, GvpL in GvpT 
(preglednica 15). Imunodetekcijske študije in proteomske analize PPV iz H. salinarum z 
LC-MS/MS kažejo, da ti v  manjši meri vsebujejo še GvpJ, GvpF, GvpG, GvpN in GvpL 
[43, 50, 51]. Ena izmed možnosti je torej, da tri lise pripadajo proteinom GvpF, GvpN in 
GvpL (našteti od nižje proti višji molekulski masi). Njihovo prisotnost bi lahko potrdili z 
imunodetekcijo omenjenih proteinov, označenih s kratkimi peptidnimi zaporedji (npr. 
heksahisitidinska oznaka). 
Pripravljene PPV z in brez GvpC-RGD smo okarakterizirali s TEM in DLS. V skladu s 
podatki iz literature [61] smo opazili združevanje PPV v večje skupke. Morfološko 
gledano so B. m. PPV pretežno vretenaste oblike, medtem ko z dodatkom GvpC-RGD 
dobimo predvsem daljše in cilindrično oblikovane PPV. GvpC torej povzroči nastanek 
PPV, ki so po velikosti in obliki bolj podobni nativnim iz A. flos-aque [9, 84]. Konkretne 
vloge GvpC pri procesu izgradnje PPV trenutno ne znamo natančno razložiti, vendar 
omenjena morfološka razlika nakazuje, da bi GvpC lahko bil pomemben že v začetni 
nukleacijski stopnji torbe PPV. Opazili smo, da PPV z GvpC-RGD zavzamejo večji 
razpon velikosti (preglednica 16; razvidno iz višjega standardnega odklona velikosti). Do 
tega je morda prišlo, ker nismo optimizirali hkratnega izražanja GvpC-RGD in skupka 
gvp iz B. megaterium, GvpC-RGD ni zastopan v vseh PPV v enakem stehiometričnem 
razmerju z GvpA, zato imajo manjši in krajši PPV morda manj vezanega GvpC ali pa 
tega sploh ni. Opazili smo še, da GvpC-RGD povzroči nastanek večjih skupkov, kar pa 
bi lahko bila posledica tvorbe volumsko večjih PPV in ne povečane nagnjenosti k 
združevanju. 
Skupke PPV smo želeli razdružiti s 6 M ureo. Vendar pa urea tudi oslabi interakcijo med 
GvpB in GvpC, kar povzroči sprostitev slednjega s PPV. Ta proces je reverzibilen, zato 
se GvpC pri postopnem zmanjševanju koncentracije uree ponovno veže na GvpB (npr. z 
dializo) [41, 61, 78], kar se je zgodilo tudi v našem primeru (slika 13, zadnja linija na 
gelu). Eksperimenti razdruževanja PPV so bili neuspešni, zato smo v nadaljnjih študijah 
uporabili združene PPV. 
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Pokazali smo (slika 19), da so pripravljeni modificirani PPV zmožni vezave na sesalske 
celice HEK293 preko interakcije med peptidnim zaporedjem RGD na PPV in integrini na 
membrani celic.  Lakshmanan in sodelavci so podobno že storili s PPV iz A. flos-aquae, 
ki so jim najprej odstranili GvpC z ureo in jim nato dodali v E. coli rekombinantno 
pripravljen GvpC v fuziji s peptidom RGD in oznako Spy, ki je omogočila naknadno 
kovalentno spajanje s fluorescenčnimi proteini. Na tak način jim je uspelo dokazati 
vezavo PPV na sesalske celice U87 in RAW 264.7 [61]. Prednost naših PPV je njihova 
enostopenjska priprava v E. coli s poljubno oznako in/ali fuzijskim partnerjem proteina 
GvpC. Pri PPV z GvpC-eGFP ob celičnih membranah nismo zaznali fluorescence (slika 
18), ki bi ponazarjala nespecifično vezavo PPV na membrano celic, zato sklepamo, da 
lahko s pripenjanjem različnih proteinskih motivov k GvpC dosežemo poljubno celično 
specifičnost PPV. Internalizacije PPV z RGD4C nismo opazili, vendar je iz literature 
razvidno, da uporaba tega peptida omogoča vezavo in posledični celični vnos z njim 
funkcionaliziranih nanodelcev, kot so: adenovirusi (~100 nm) [97], zlati nanodelci (10-
100 nm) [98] in proteasomi (~15 nm) [99]. Od omenjenih so PPV bistveno večji in 
nagnjeni k združevanju v skupke velikosti nekaj mikrometrov. Raziskave zlatih 
nanodelcev kažejo, da sta količina in hitrost internalizacije pogojena z velikostjo in obliko 
delcev. Najučinkovitejši v tem pogledu so okrogli delci velikosti 50 nm, z večanjem 
velikosti ali agregacije pa se njihova učinkovitost eksocitoze zmanjša [98]. Kako ti 
izsledki držijo za PPV trenutno težko sklepamo, zato bi jih bilo potrebno podrobneje 
okarakterizirati.  
Za izboljšanje odziva sesalskih celic na ultrazvok, sklopljenega z aktivacijo genskih vezij, 
se že uporabljajo lipidni mikromehurčki. Ti imajo nekaj pomanjkljivosti (nestabilnost, 
mikrometrska velikost itd.) zato nas je zanimalo, ali lahko njihovo uporabo nadomestimo 
s PPV [24, 25]. Izkaže se, da z njihovo uporabo v absolutnem merilu dobimo večji 
luminiscenčni signal (večja znotrajcelična koncentracija Ca2+-ionov), a se že ob sami 
vezavi PPV občutljivost celic poveča, saj pride do povišanja bazalne aktivacije že v 
odsotnosti stimulacijskega signala (slika 20, C). Možen razlog je v vnosu Ca2+ zaradi 
stresa in delovanja strižnih sil na celice ob menjavi gojišča pri dodatku PPV, kar pa lahko 
sproži aktivacijo mehansko občutljivih kanalčkov [100]. Ker smo celicam s PPV 
luminescenco pomerili 2 uri kasneje kot tistim brez, je možno, da je v tem času prišlo do 
dodatnega izražanja fLuc. Meritve luminescence niso normalizirane med sabo glede na 
število celic in uspešnost transfekcije, saj zaradi narave luminometra IVIS nismo izmerili 
aktivnosti rLuc, ki se v transficiranih celicah konstitutivno izraža in bi nam omogočila 
natančnejšo normalizacijo luminescence fLuc. Kljub temu, da so PPV občutljivi na 
hidrostatični in akustični tlak, tekom ultrazvočne stimulacije ta nista dovolj visoka, da bi 
prišlo do njihovega porušenja; intaktni PPV absorbirajo svetlobo pri 500 nm, njihov 
kolaps pa lahko zaznamo s padcem absorbance (slika 20, D). Dodatni razlogi, zakaj nismo 
dosegli izboljšanja ultrazvočne stimulacije, bi lahko bili nizka uporabljena koncentracija 
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PPV, neskladnost med izbranim peptidnim zaporedjem RGD in integrinskim profilom 
celic HEK293 ter posledično slaba vezava na celice. Slednje izražajo na svoji membrani 
predvsem integrine α5β1 in αvβ1 [101–103], med tem ko uporabljeno zaporedje RGD4C 
preferenčno veže αvβ3 in αvβ5. Ena izmed možnosti za izboljšanje stimulacije je zato 
tudi izbira primernejšega RGD zaporedja; npr. peptid GRGDNP ima za en velikostni red 
boljšo afiniteto do αvβ5 kot RGD4C in ne vsebuje Cys za tvorbo disulfidnih vezi [94]. 
Mikromehurčki povečajo ultrazvočno stimulacijo celic v glavnem z oscilirajočo 
ekspanzijo in kompresijo, ki v okolici (npr. na celični membrani, citoskeletu) povzroči 
mehanski stres [24, 25]. V ultrazvočnem polju se PPV obnašajo podobno. Pri nižjih 
intenzitetah UZ PPV oscilirajo linearno, tako da je kompresija enaka ekspanziji, pri čemer 
se njihov polmer v primerjavi z nestimuliranim stanjem poveča za do največ 0,25 %. Pri 
višjih intenzitetah UZ prične prevladovati kompresija, kjer pride do znatnih deformacij 
PPV (nelinearni odziv) in se zaradi uvihanja proteinske stene njihov efektivni polmer 
zmanjša za do skoraj polovice. To se zgodi pri UZ jakosti nad hidrostatskim kritičnim 
tlakom in pod akustičnim hidrostatskim kritičnim tlakom, ki sta specifična za posamezne 
PPV in za B. m. PPV brez GvpC znaša med 300 in 400 kPa [63, 104, 105]. Menimo, da 
so PPV zmožni zadostne tvorbe mehanske sile za odprtje ionskih kanalčkov le, kadar 
oscilirajo nelinearno, zato bi bilo smiselno povečati jakost ultrazvočnega valovanja, s 
katerim stimuliramo celice. Glede na to, da smo uporabili ultrazvok s frekvenco 310 kHz 
(v literaturi se v podobnih eksperimentih uporabljajo frekvence med 2 do 20 MHz  [24, 
25]), je zvišanje le-te ena izmed možnosti za izboljšanje ultrazvočne stimulacije ob 
uporabi PPV v prihodnosti.   
Sinteza PPV v sesalskih celicah bi omogočila njihovo uporabo kot kodirane ultrazvočne 
reporterje in intracelularne ultrazvočne ojačevalce. Pred heterolognim prenosom v 
sesalske celice smo želeli minimizirati število potrebnih genov v skupku gvp iz B. 
megaterium za heterologno izgradnjo PPV v E. coli, saj je operon kompleksno sestavljen 
in bi bil prenos težaven. Posamezne gene smo izbili z uvedbo zaključnega kodona na 
tretjem tripletu. Težave smo imeli pri gvpS in gvpK , saj se oba zapisa med sabo prekrivata 
z odsekom, dolgim 47 bp, zato nismo mogli doseči izbitja zapisa za slednjega. brez da bi 
vplivali še na prvega. Ena izmed možnosti je bila uvedba zaključnega kodona na prvem 
neprekrivajočem delu gvpK, vendar bi v takem primeru še vedno prišlo do izražanja prvih 
17 aminokislinskih ostankov GvpK. Odločili smo se za uvedbo zaključnega kodona na 
6. mestu gvpK s čimer smo v zapis za gvpS uvedli substitucijo P86L. 
Naša predpostavka je bila, da bodo plavale le bakterije, ki bodo v zadostni količini tvorile 
funkcionalne PPV. Preko spremljanja sposobnosti plavanja transformiranih bakterij smo 
ugotovili, da izbitje genov za proteine GvpR, GvpN, GvpT ali GvpU še vedno omogoča 
vidno plavanje E. coli (slika 22). Po lizi vseh mutant smo prisotnost PPV opazili pri 
gvpΔR in gvpΔU ter jih iz slednjih tudi uspešno izolirali. Možno je, da tudi pri izbitju 
gvpN in gvpT pride do tvorbe PPV, vendar v premajhni količini, da bi jih zaznali, ali pa 
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so ti bolj občutljivi na mehanske obremenitve in zato pride do njihove porušitve med 
celično lizo ter nadaljnjimi postopki izolacije. Na podlagi štirih identificiranih genov bi v 
nadaljnjem delu pripravili kombinacije večkratnih mutant. Menimo pa, da je maksimalno 
možno število izbitih genov manjše kot štiri, saj imata GvpT in GvpU podobno funkcijo 
in je zato možno, da lahko en deloma komplementira vlogo drugega [40]. Vzporedno z 
našim delom je skupina Shapira objavila članek [106], kjer so dosegli tvorbo PPV v 
celicah HEK293T s heterologno ekspresijo 9 genov skupka gvp iz B. megaterium. 
Ugotovili so, da za njihovo izgradnjo nista potrebna GvpR in GvpT.  
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6 Zaključek 
V magistrskem delu smo uspešno pripravili PPV z različnimi fuzijskimi proteini GvpC. 
Potrdimo lahko prvo hipotezo, saj smo pokazali, da je možno v E. coli  pripraviti poljubno 
funkcionalizirane PPV s hkratnim heterolognim izražanjem skupka gvp iz B. megaterium 
in modificiranih oblik GvpC iz A. flos-aquae. NaDS-PAGE analiza izoliranih in očiščenih 
PPV je pokazala, da ti poleg GvpB in GvpC vsebujejo tudi dodatne proteinske zvrsti. 
Zaenkrat ne moremo potrditi, ali gre zagotovo za proteine iz skupka gvp ali le za na PPV 
nespecifično vezane proteine. Opazili smo, da GvpC povzroči nastanek PPV, ki so po 
velikosti in obliki bolj podobne nativnim PPV iz A. flos-aque.  
Drugo hipotezo moramo ovreči, saj s pripravljenimi PPV kljub temu, da se specifično 
vežejo na membrano sesalske celice HEK293, nismo uspešno povečali ultrazvočne 
stimulacije slednjih. Razlogov je več, med drugimi nizka intenziteta frekvence UZ in 
slaba vezava na celice zaradi neskladnosti med izbranim peptidnim zaporedjem RGD4C 
in integrinskim profilom celic HEK293.  
Tretjo hipotezo lahko potrdimo, saj smo identificirali vsaj dva gena (gvpR in gvpU), ki 
nista nujno potrebna za tvorbo funkcionalnih PPV v E. coli. Preko spremljanja 
sposobnosti plavanja transformiranih bakterij smo ugotovili, da izbitje genov za proteine 
GvpR, GvpN, GvpT ali GvpU še vedno omogoča vidno plavanje E. coli, kar posredno 
nakazuje na tvorbo PPV.  
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